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El trabajo desarrollado durante la tesis doctoral se centra en la aplicación de 

biomateriales en la mucosa oral y los tejidos soporte de los dientes. Para cumplir 

con este propósito, las particularidades y componentes de cada uno de estos tejidos 

fueron minuciosamente considerados. Asimismo, las características de los 

biomateriales desarrollados fueron cuidadosamente analizadas. 

En este sentido, vale la pena destacar que la mucosa oral no ha recibido suficiente 

atención debido a la baja morbilidad asociada a los procesos patológicos que la 

afectan. Sin embargo, el impacto psicológico de una enfermedad subyacente en la 

calidad de vida de los pacientes no debe dejarse de lado. Por ejemplo, la 

enfermedad periodontal y sus consecuencias, que incluyen la movilidad de los 

dientes, la recesión gingival y el mal aliento, están  relacionados con una 

disminución en la calidad de vida [1].  

Un estudio realizado por Fisher y colaboradores mostró un aumento en la calidad 

de vida de 61 pacientes con enfermedad periodontal que fueron sometidos a 

procedimientos de implantes [2]. La enfermedad de los tejidos blandos de la 

cavidad oral está frecuentemente relacionada con la pérdida ósea alveolar, que en 

última instancia conduce a la pérdida de dientes, un proceso que no puede ser 

revertido. Además, los implantes dentales podrían potencialmente mejorar los 

aspectos estéticos y funcionales del diente ausente, pero el procedimiento no 

siempre está relacionado con el éxito y en muchos casos ocurren rechazos de 

implantes.  

Hasta el momento, ningún modelo ha sido capaz de recrear completamente los 

aspectos anatómicos, fisiológicos, el entorno biomecánico y funcional de la boca y 

la mandíbula del ser humano [3]. Como consecuencia, una comprensión completa 

de la estructura y función de la mucosa oral y de los tejidos soporte de los dientes, 

las patologías subyacentes que los afectan y los tratamientos disponibles son 

necesarios para el diseño de biomateriales destinados a resolver los problemas 

asociados con estas patologías. 

Hoy en día, el desarrollo de dispositivos innovadores para la administración de 

fármacos se centra en prevención de los efectos secundarios y el aumento de los 

intervalos de dosificación. Particularmente, el desarrollo de nuevos sistemas de 

administración tópica para mucosas de agentes antimicrobianos y antioxidantes de 

origen natural tiene un desarrollo creciente, ya que son de fácil administración, 

previenen efectos secundarios y se puede lograr  la dosis adecuada de bioactivos 
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en el tejido mucoso (Figura 1) [4,5]. Por ejemplo, los extractos de Punica granatum 

L. y Matricaria recutita L. han demostrado ser eficaces para reducir el sangrado 

gingival en la enfermedad periodontal, sugiriendo que agentes terapéuticos de 

origen natural podrían actuar en el restablecimiento y mantenimiento de la salud 

periodontal [6]. 

Existen marcadas diferencias entre las mucosas y la piel que influyen en el diseño 

de nuevos sistemas de liberación. Las mucosas no poseen una capa externa 

queratinizada como la piel, por lo tanto, son mucho más sensibles a sustancias 

irritantes. Sin embargo, tienen un buen perfil de permeabilidad, convirtiéndola en 

un sitio adecuado para la administración de fármacos [7]. Por ello, el empleo de 

biomateriales biocompatibles como el quitosano y el colágeno son de suma utilidad. 

Por un lado, el quitosano es un  biopolímero que, además de ser biocompatible 

tiene propiedades mucoadhesivas [8]. La mucoadhesividad es clave para el diseño 

de nuevos sistemas de liberación para mucosas, ya que da lugar a la administración 

del fármaco de forma más espaciada [9]. La cavidad oral es un ambiente con un alto 

porcentaje de humedad con secreciones naturales como la saliva que tienden a 

diluir los fármacos, con lo cual para lograr una acción continua se requieren 

múltiples aplicaciones. Por otra parte, el colágeno puede imitar muchas 

características de la matriz extracelular, otorgándole propiedades quimiotácticas 

fibroblásticas. Los fibroblastos son responsables de la síntesis de colágeno, 

glicosaminoglicanos y otros componentes de la matriz. Por lo tanto, tienen un papel 

importante en la regeneración de tejidos blandos.  

A su vez, en la actualidad no solamente es importante el uso de materiales 

biocompatibles, sino que también presenten bioactividad. Los materiales bioactivos 

como la sílica mejoran el crecimiento de las células óseas y la deposición ósea. Por 

lo tanto, puede proporcionar un andamio para la migración celular y la formación 

rápida de tejido óseo [10]. La sílica puede utilizarse bajo la forma de nanopartículas, 

de manera tal que actúe como un carrier para fármacos y que pueda participar en 

la mineralización ósea. La regeneración de nuevo tejido óseo cobra importancia en 

enfermedades gingivoperiodontales, en donde no solo el daño compromete a la 

mucosa oral, sino también al tejido óseo alveolar. Las sustancias producidas por la 

flora bacteriana subgingival y los tejidos durante la inflamación y las reacciones 

inmunitarias alteran el recambio óseo: ya sea por diferenciación o estimulación de 

osteoclastos o por la inhibición de la formación ósea por osteoblastos. En ese 
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sentido, la utilización de fármacos como el ibandronato, que es un bifosfonato que 

inhibe la resorción ósea mediada por los osteoclastos incorporado en un sistema 

de liberación local podría ayudar a la regeneración del tejido óseo perdido en la 

enfermedad periodontal. 

 

 

 

Figura 1. Propiedades y ejemplos de nuevos sistemas de administración tópica en mucosas para el 

tratamiento de la enfermedad periodontal 

 

La mucosa oral y el tejido periodontal 

Mucho se sabe sobre la fisiología y la estructura de la piel. La mucosa oral no es 

muy diferente de la piel, aunque tiene algunas particularidades que la hacen única. 

Para empezar, una característica digna de mencionar es su capacidad de sanar sin 

cicatriz y a una velocidad más rápida que la piel lesionada. La diferencia en la 

expresión de algunos componentes de la matriz extracelular tales como el 

procolágeno I y la tenascina-C, así como la presencia reducida de células 

inmunitarias y mediadores profibróticos inducidos por la tolerancia oral, puede ser 

responsable de ello [11].  

Histológicamente, la mucosa oral se compone de una capa epitelial escamosa 

estratificada, una lámina basal, una lámina propia y una capa submucosa, esta última 
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en contacto con el hueso o con músculo dependiendo del área (Figura 2). La 

queratinización de la capa epitelial proporciona una protección adicional contra las 

fuerzas mecánicas asociadas con la masticación como es el caso del paladar duro y 

la encía. Por otro lado, cuando se requiere más flexibilidad, el epitelio permanece 

sin queratinizar [12]. Además, es interesante observar que el epitelio de la mucosa 

es más grueso que el de la piel y su espesor se ha relacionado positivamente con 

un mayor flujo sanguíneo, probablemente debido a una mayor demanda metabólica 

[13]. 

La mucosa de la cavidad bucal se puede dividir en la mucosa gingival, que se 

encuentra en el paladar duro y la encía, la mucosa de revestimiento, que se observa 

en los labios, mejillas, paladar blando y finalmente, la mucosa especializada, 

constituida por papilas linguales y corpúsculos gustativos. La mucosa gingival, junto 

con el epitelio de unión constituye el tejido gingival, que está firmemente unido al 

hueso alveolar y a los dientes. Este tejido gingival, junto con ligamentos 

periodontales y el hueso alveolar proporciona el apoyo necesario para los dientes. 

 

 

 

Figura 2. Representación esquemática de la histología de la cavidad oral y de la mucosa bucal.  

“Reimpreso de ref. [14]. Derechos de autor (2018) con el permiso por Elsevier” 

 

 

El periodonto, que en latín significa ''alrededor del diente'' no solo se refiere a la 

mucosa gingival sino también al cemento, ligamento periodontal y al hueso alveolar. 

La presencia de glándulas salivales explica otra característica de la cavidad oral: la 

presencia de saliva, en mucha cantidad en toda la superficie de la mucosa. La saliva 
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es una secreción compleja, incluso a pesar de que se compone de 99% de agua y 

1% de una variedad de moléculas orgánicas e inorgánicas que tienen como función 

mantener la salud bucal, en general mediante protección antimicrobiana, 

lubricación, dilución y efecto buffer [15,16]. Entre los compuestos orgánicos, se 

pueden encontrar glicoproteínas, enzimas, inmunoglobulinas y algunos péptidos 

con actividad antimicrobiana. Por otro lado, la fracción inorgánica contiene sodio, 

potasio, cloruro y bicarbonato en concentraciones que hacen que la saliva sea 

hipotónica cuando se compara con otros fluidos corporales [17]. La saliva en sí 

misma, así como las secreciones gingivales, proporcionan los cimientos de 

nutrientes para la microbiota que coloniza la mucosa oral, cuyos miembros pueden 

cambiar debido a hábitos dietéticos y enfermedades subyacentes [18]. 

 

Respuestas inmune e inflamatoria en los tejidos orales 

La mucosa oral es una barrera física para los patógenos y otros agentes ambientales 

nocivos. Las células inmunes innatas como los macrófagos, leucocitos 

polimorfonucleares y mediadores inmunoinflamatorios tienen un importante papel 

en la respuesta inmune oral. Sin embargo, los mediadores biológicos derivados de 

los queratinocitos orales, la inmunoglobulina secretora de saliva A y los 

componentes del fluido crevicular gingival también son relevantes en la 

comprensión de la inmunidad de la mucosa de la cavidad oral. La inmunidad de la 

mucosa de la cavidad oral tiene la intención de limitar la colonización de 

microorganismos patógenos, generar respuestas inmunoinflamatorias contra 

patógenos y la tolerancia de los microorganismos comensales [19]. 

Si se lesiona la mucosa, se pueden observar tres etapas distintas, pero 

superpuestas: (i) inflamación, (ii) proliferación y (iii) remodelación. La inflamación 

tiene lugar en una cuestión de minutos e implica la activación de la cascada de 

coagulación y el sistema inmune en un intento de detener el sangrado, prevenir la 

infección y eliminar los restos celulares. La activación plaquetaria ocurre cuando la 

capa endotelial se interrumpe y el colágeno desde la matriz subyacente se expone. 

El colágeno interactúa con las plaquetas y el factor von Willebrand para inducir la 

activación de la cascada de coagulación, lo que lleva a la formación de una malla 

de fibrina que constituye el tapón de plaquetas, que sirve como andamio para las 

células migratorias y evita un sangrado adicional, en la hemostasia [20]. Los 

neutrófilos son las primeras células en llegar al sitio lesionado ya que su 
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reclutamiento es iniciado por cambios en el endotelio en respuesta a los mediadores 

de la inflamación. A pesar de su naturaleza proinflamatoria, los neutrófilos pueden 

desempeñar un papel importante en la curación mediante la eliminación de las 

células muertas y bacterias, que podrían perpetuar la respuesta inflamatoria en el 

tiempo. Además, los neutrófilos secretan diversas proteasas como la 

metaloproteinasa 9 de matriz (MMP9), una enzima que a su vez activa el factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF) para promover la revascularización del sitio 

lesionado, así como varias señales que conducen al reclutamiento de monocitos y 

su extravasación al área herida. Los monocitos reclutados se activan y son 

responsables de la fagocitosis de neutrófilos apoptóticos y materiales extraños [21]. 

Por otra parte, los macrófagos son algunas de las células más importantes presentes 

en las últimas etapas del proceso inflamatorio (48-72 horas), responsables de la 

progresión a la fase proliferativa. Durante la etapa de proliferación, que dura hasta 

2 semanas, los fibroblastos son reclutados y estimulados para proliferar junto con 

el surgimiento de nuevos vasos sanguíneos, llevando a la formación de un tejido 

altamente vascularizado [22]. Además, los fibroblastos se diferencian en 

miofibroblastos y promueven la contracción de la herida. Finalmente, la última 

etapa, se alcanza con la fase de remodelación, durante la cual se produce un nuevo 

colágeno depositado y remodelado para restaurar la arquitectura de tejido normal. 

Otra característica interesante del proceso de curación en la mucosa oral es el 

resultado final, ya que las heridas tienden a sanar sin cicatriz, similar a lo que ocurre 

en la piel del feto, un proceso que se lo ha asociado con la expresión diferencial de 

ciertos componentes de la matriz extracelular. Por ejemplo, la fibronectina, la 

fibronectina ED-A y el condroitin sulfato son expresados en mayor proporción en la 

mucosa oral en comparación con la piel [23]. Un patrón similar a lo encontrado en 

un estudio previo en donde se compararon piel humana fetal y adulta [24]. Además, 

las heridas orales muestran un menor número de células inmunes como neutrófilos 

y macrófagos. Los fibroblastos, por otro lado, se consideran importantes jugadores 

que determinan el destino de las heridas orales, ya que son capaces de proliferar a 

una tasa más alta que sus contrapartes dérmicas [25]. 

En resumen, la curación y la regeneración periodontal necesitan diferentes procesos 

secuenciales. Primero, hay una fase coagulante/vascular; en segundo lugar, se 

establece una fase inflamatoria y de granulación. Después, la angiogénesis y 
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mineralización ósea, propia de la fase de regeneración periodontal. Finalmente, se 

establece la fase de estabilidad denominada remodelación periodontal [26]. 

 

Enfermedad periodontal 

La enfermedad periodontal es la principal causa de pérdida de dientes, y está muy 

asociada con factores de riesgo tales como la diabetes mellitus, la obesidad, el 

síndrome metabólico y la osteoporosis, entre otros [27]. La interacción entre los 

microorganismos patógenos y el sistema inmune del huésped desencadena, en 

determinadas circunstancias, una respuesta inflamatoria que causa que las encías 

se inflamen y sangren fácilmente. Esta etapa temprana se la conoce como gingivitis, 

la forma más leve de enfermedad periodontal. Cuando no se trata, la biopelícula 

dental se extiende y continúa invadiendo la zona gingival, causando una mayor 

irritación de las encías que conduce a la etapa crónica conocida como periodontitis 

(Figura 3). A nivel celular, la placa dental genera una respuesta inflamatoria local 

que implica la secreción de factores proinflamatorios, como citoquinas y especies 

reactivas de oxígeno, así como la desregulación de metaloproteinasas de matriz 

(MMP) [28]. Entre ellas, las MMP son algunos de los factores del huésped más 

importantes responsables de la degradación del colágeno y de la matriz extracelular 

involucrada en la enfermedad periodontal [29]. A medida que avanza, las citoquinas,  

promueven la resorción ósea por los osteoclastos [30]. Poco a poco, el daño en los 

tejidos de soporte conduce a la recesión gingival y a la formación de la bolsa 

periodontal. Posteriormente, la absorción y destrucción del hueso alveolar, del 

ligamento periodontal y del cemento, constituyen la causa principal de la pérdida 

de dientes en adultos [31]. Los eventos celulares y moleculares de la inflamación y 

los mecanismos de respuesta inmune responden inicialmente ‘'de manera normal'' 

a la biopelícula subgingival. Sin embargo, los productos del biofilm subgingival y 

los factores de riesgo del paciente desencadenan el desarrollo de la enfermedad 

periodontal. 

El tratamiento de la enfermedad periodontal difiere según la etapa de la 

enfermedad. Antibióticos sistémicos, dispositivos de administración local de 

antimicrobianos y el curetaje de piezas dentarias representan ejemplos de diferentes 

estrategias clínicas [32–34]. En el caso particular de la periodontitis crónica, un 

enfoque consiste en la regeneración tisular guiada. 
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A pesar de todos los tratamientos disponibles, la regeneración periodontal es 

todavía un desafío en la odontología. El diagnóstico precoz de la gingivitis con la 

implementación de una salud oral adecuada todavía constituye el mejor pronóstico 

para pacientes con riesgo de desarrollar la enfermedad periodontal. Sin embargo, 

el conocimiento actual de las causas subyacentes de esta enfermedad proporciona 

la base para el diseño racional de nuevos materiales destinados a detener su 

progresión y ayudar en la regeneración del tejido afectado. 

 

 

Figura 3. Etapas de la enfermedad periodontal 

 

Biomateriales en la salud oral  

Colágeno 

El colágeno es la proteína más abundante de la matriz extracelular (ECM) presente 

de manera natural en los tejidos humanos (por ejemplo, piel, hueso, cartílago, 

tendón y ligamentos). Representa el 25% del contenido total de proteína en el 

cuerpo, que proporciona fuerza e integridad al tejido. Además, el colágeno también 

puede interactuar con las células y ayuda a la señalización celular que regulará el 

anclaje celular, la migración, la proliferación, la diferenciación y la supervivencia [35–

38]. 

Hasta el momento han sido identificados veintisiete tipos de colágenos, siendo los 

tipos I-IV los más comunes. El colágeno tipo I es la proteína más abundante presente 

en los mamíferos y la más estudiada para aplicaciones biomédicas. El colágeno es 

enzimáticamente degradado dentro del cuerpo, principalmente a través de 

colagenasas, gelatinasas y metaloproteinasas. En términos generales, los colágenos 

son proteínas de triple hélice que presentan una alta resistencia mecánica y una 

buena biocompatibilidad. Puede formar fibras estables y sus propiedades 

encías sanas gingivitis periodontitis
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mecánicas, de degradación y de absorción de agua pueden ser mejoradas aún más 

por la reticulación química (es decir, usando glutaraldehído, genipina, carbodiimida 

u otros) [39–41], por reticulación física o mediante la formación de híbridos y 

materiales compósitos (Figura 4) [42].  

 

 

 

Figura 4. Imagen SEM representativa de un compósito de sílica-colágeno. 

 

 

La baja respuesta inflamatoria y citotóxica y la biodegradabilidad son otras 

propiedades atractivas del colágeno. Como resultado, y porque el colágeno es uno 

de los componentes principales de la ECM humana, por lo general es considerado 

como un biomaterial ideal para la ingeniería de tejidos y para aplicaciones de 

apósitos para heridas [43,44] (Figura 5). 
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Figura 5. Proliferación, viabilidad y penetración de células fibroblásticas de L929 en andamios de 

colágeno puro, con glutaraldehído y recubiertos de sílica. (A) reducción MTT de las células sembradas 

cuando se cultivan hasta 24 días en medio completo sobre los andamios seleccionados (n=3, las 

barras de error muestran SD). * indica diferencias estadísticamente significativas entre el colágeno 

recubierto de sílice (ColGASi) y matrices reticuladas con glutaraldehído (ColGA), p<0,05. (B) La 

tinción con hematoxilina-eosina de secciones transversales verticales muestra la penetración 

fibroblastos en los materiales en estudio después de 24 días. Las imágenes se muestran para (i) 

colágeno puro, (ii) 0.2 ColGA, y (iii y iv) 0.2 ColGASi. La flecha indica la migración de fibroblastos. 

“Reimpreso de ref.  [45]. Derechos de autor (2013) con el permiso por la Royal Society of Chemistry”  
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El colágeno es aislado usualmente de tejidos animales. Sin embargo, la técnica de 

purificación enzimática (para eliminar los telopéptidos inmunogénicos que pueden 

inducir una respuesta indeseada) también puede ser empleada [46]. Las matrices 

de colágeno producidas de forma natural y sintética, así como andamios 

tridimensionales de colágeno más sofisticados pueden proporcionar ambientes 

claves en las escalas nano, micro y meso para moléculas, células, proteínas y fluidos 

[47]. 

El colágeno puede imitar el tejido blando periodontal. Por esta razón, puede mejorar 

el sellado biológico y osteointegración en implantes dentales y promover la 

reconstrucción del tejido en la periodontitis severa, caracterizada por la recesión 

gingival y la formación de bolsas periodontales. 

 

Quitosano 

El quitosano es un polisacárido catiónico natural, lineal, constituido por D-

glucosamina y N-acetil-D-glucosamina, que se obtiene por desacetilación alcalina 

de la quitina. El término quitosano también se lo emplea para describir una serie de 

derivados de la quitina que tienen diferentes grados de desacetilación. Las 

propiedades químicas, físicas y biológicas del quitosano están directamente 

relacionadas con su grado de desacetilación y su peso molecular [48,49]. Además, 

el quitosano es considerado como un polímero biodegradable, biocompatible, no 

antigénico, no tóxico, bioadhesivo, antimicrobiano, bioactivo y con efectos 

hemostáticos [50–52]. De hecho, la lisozima, una enzima de la saliva puede 

degradar el quitosano. Esta biodegradación que está influenciada por el grado de 

acetilación podría ser relevante para el diseño de dispositivos de administración 

oral biodegradables [48] ya que los dispositivos biodegradables han demostrado 

una mejor aceptación por el paciente. Además, los grupos amino e hidroxilo del 

quitosano pueden modificarse químicamente, permitiendo así una alta versatilidad 

química [46,53]. 

El quitosano se puede procesar fácilmente en hidrogeles [54] (Figura 6), membranas 

[55], nanofibras [56], micro/nanopartículas [57], andamios [58] y esponjas [59] para 

varias aplicaciones de tipo biomédico tales como la administración de fármacos, la 

cicatrización de heridas y la  ingeniería de tejidos [60,61].  
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Figura 6. Imagen obtenida por SEM representativa de un gel de quitosano. 

 

El quitosano proporciona una matriz no proteica tridimensional para la regeneración 

de tejido y activa los macrófagos para la actividad tumoricida. También estimula la 

proliferación celular y la organización del tejido histoarquitectónico. En este sentido, 

Muzzarelli et al. informaron que el quitosano y el ácido ascórbico se pueden usar 

en forma de gel para su aplicación en la cavidad oral presentando una serie de 

ventajas biológicas útiles para la estimulación de una regeneración ordenada de 

tejidos heridos. De hecho, pocos días después del tratamiento con quitosano, aún 

era posible notar la presencia de esta macromolécula mostrando una organización 

de panal tridimensional. Esta apariencia era una condición funcional requerida para 

la estimulación de la regeneración del tejido [62] (Figura 7). 
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Figura 7. Organización de panal de abejas del quitosano in vivo revelado por SEM. X687 obtenida 

después del decimoquinto día del tratamiento con quitosano. '' Reimpreso de ref. [62]. Derechos de 

autor (1989), con el permiso de Elsevier ''. 

 

Además, el quitosano ayuda en la coagulación de la sangre y bloquea las 

terminaciones nerviosas reduciendo el dolor. El quitosano se despolimeriza 

gradualmente para liberar N-acetil-b-D-glucosamina, que inicia la proliferación de 

fibroblastos, ayuda a promover la deposición de colágeno ordenado y estimula el 

aumento de niveles de síntesis de ácido hialurónico natural en el sitio de la herida. 

Eso ayuda a acelerar la curación de heridas y la prevención de cicatrices. También 

es fácilmente degradado por hidrólisis química, así como por ciertas enzimas 

humanas [46]. Los biomateriales basados en quitosano por ser naturales y 

biodegradables presentan buenas características para la regeneración guiada de 

tejido y la administración local de fármacos.  
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Sílica 

La sílica, un ejemplo de material cerámico, es ampliamente utilizada en odontología. 

Los materiales cerámicos bioactivos promueven la formación de hueso, un punto 

clave en enfermedades como la periodontitis, en la que la inflamación y la respuesta 

inmune causa la destrucción del tejido periodontal. Además, los compósitos de sílica 

generalmente se emplean como rellenos dentales [63]. Sin embargo, todos estos 

cerámicos son frágiles, y por esta razón su principal aplicación durante años ha sido 

como material de injerto para el llenado de pequeños defectos óseos y anomalías 

periodontales [64,65]. 

Los cerámicos basados en silicatos, como una nueva familia de biomateriales, han 

demostrado ser excelentes materiales para la regeneración del tejido óseo, y su 

preparación, resistencia mecánica, mineralización de apatita y propiedades 

biológicas han sido ampliamente estudiadas [66–71]. 

A principios de la década de 1970, Hench y sus colegas desarrollaron una nueva 

clase de biomateriales, basado en SiO2-CaO-Na2O-P2O5 [72]. Una de las 

características significativas de los materiales bioactivos basados en Ca-Si es que 

pueden inducir la formación en fluidos corporales simulados de una capa de 

hidroxiapatita o hidroxiapatita carbonatada en su superficie similar a la fase mineral 

del hueso. Esta clase de material bioactivo basado en Ca-Si puede osteointegrarse 

con el hueso del individuo. En estudios adicionales, también se ha demostrado que 

los productos iónicos Ca2+ y Si4+ liberados de los vidrios bioactivos 45S5® 

contribuyen a su bioactividad, ya que el Ca y el Si pueden estimular la proliferación 

de osteoblastos y producir su diferenciación in vitro [73]. Los resultados indicaron 

que los productos iónicos del Ca y el Si del vidrio bioactivo pueden aumentar la 

disponibilidad de IGF-II en osteoblastos al inducir la transcripción del factor de 

crecimiento y su proteína transportadora y también regular la disociación de este 

factor de la proteína de unión. El IGF-II no unido es probable que sea responsable 

del aumento de la proliferación celular observado en experimentos de cultivo 

celular. Una inducción de la transcripción de los componentes de la matriz 

extracelular, su secreción y autoorganización en una matriz mineralizada podría ser 

responsable de la formación rápida y crecimiento de nódulos óseos y diferenciación 

del osteocito maduro en presencia de vidrio bioactivo [74]. Por otra parte, el SiO2 

es un promotor documentado de diferenciación y su incorporación ha demostrado 
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una mejora en la adhesión, proliferación, diferenciación y mineralización de 

osteoblastos MG63 (Figura 8) [75,76]. 

 

 

 

Figura 8. Tinción con rojo de alizarina S de células MG63 cultivadas en (A) Ti, (B) PDA, (polidopamina) 

(C) 2SiPDA, (D) 10SiPDA y (E) 20SiPDA durante 14 días. (F) Cuantificación de depósitos minerales 

de calcio mediante ensayo Alizarin Red S de células MG63 cultivadas en varios ejemplares durante 

7 y 14 días. * Diferencia estadísticamente significativa (p<0,05) del control Ti. Reimpreso de ref. [75] 

Derechos de autor (2015),  con el permiso de la Royal Society of Chemistry. 

 

Hasta la fecha, los andamios cerámicos han presentado importantes ventajas en 

comparación con los andamios poliméricos, ya que son estructuras con adecuada 

porosidad y con texturas químicas que promueven la diferenciación de células 

madre mesenquimales y mineralización de la matriz extracelular, y además carecen 

de subproductos tóxicos como los encontrados en materiales poliméricos [77]. La 

posibilidad de sintetizar materiales biocerámicos con una variedad de métodos, 
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como sol-gel,  da la oportunidad de desarrollar materiales con una porosidad, 

estructura, y morfología controlada y en muchos casos biocompatibles [78–82]. 

Por otra parte, el recubrimiento de andamios cerámicos con polímeros 

biodegradables ha demostrado impartir propiedades funcionales a las superficies 

de los andamios y mejorar sus propiedades mecánicas. Algunos ejemplos incluyen 

a la gelatina [77], donde los resultados obtenidos por Gouduri et al. mostraron que 

los poros de los andamios estaban completamente interconectados y las 

microfotografías SEM mostraban un tamaño de poro de aproximadamente 200-400 

mm y un espesor de aproximadamente 150-200 mm implicando que un andamio 

debe tener una estructura porosa interconectada con tamaños de poro entre 300 y 

500 mm para la penetración celular, la vascularización, y el transporte de nutrientes 

y desechos metabólicos [77]. 

La sílica no solo puede usarse como andamio, sino también en forma de 

nanopartículas para crear rellenos [83,84]. Las propiedades de las nanopartículas 

difieren claramente según su volumen [85,86]. La solubilidad y la reactividad de las 

nanopartículas  aumenta significativamente por la alta energía superficial y la gran 

área de superficie que poseen [87]. Esta gran área de superficie proporciona una 

alta afinidad y les permite depositarse fácilmente en espacios irregulares. Inspirado 

por las propiedades del fosfato de calcio (CPP), la sílica y los nanomateriales, Tian 

et al. usaron nanopartículas de sílica mesoporosas con la adición de Ca2+ y PO4
3- 

para oclusión del túbulo dentinal [88]. Sus resultados demostraron una buena 

remineralización. 

Las partículas de diatomita, básicamente nanopartículas de sílica porosas, también 

se han utilizado para mejorar las propiedades mecánicas de rellenos dentales. En 

2011, Wang et al. estudiaron los beneficios de partículas de sílica mesoporosas y 

no porosas combinadas como rellenos. Sus resultados muestran que la ventaja de 

usar partículas de co-llenado en compósitos de tipo híbrido es que las 

nanopartículas pueden ''llenar'' las regiones entre las micropartículas. Por lo tanto, 

la densidad del esqueleto inorgánico se incrementa, llevando a una fracción de masa 

más grande de relleno y una reducida contracción polimérica. Como señalan los 

autores, los rellenos de diatomita porosa pueden considerarse para mejorar las 

propiedades mecánicas y el contenido de relleno de compósitos dentales. Por otro 

lado, los autores notaron que las partículas de diatomita tienen una gran cantidad 
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de impurezas, que pueden bloquear los poros y afectar la estética y las propiedades 

mecánicas. Por lo tanto, estas muestras deben purificarse antes de su uso [89].  

Otra cosa a tener en cuenta en los implantes es su posible colonización bacteriana 

que puede conducir al aflojamiento del implante y, en casos severos, a su pérdida. 

Para superar este inconveniente, Massa et al. prepararon un recubrimiento 

antibacteriano en la superficie del implante de titanio usando nanopartículas de 

plata en un recubrimiento de sílica utilizando una técnica sol-gel. El recubrimiento 

produjo un fuerte efecto antibacteriano sobre la superficie de titanio matando a las 

bacterias adherentes e inhibiendo la formación de biopelícula. La actividad 

antibacteriana a largo plazo fue probada contra Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans y los resultados indicaron que este tipo de modificación de 

la superficie a nanoescala es una estrategia prometedora para controlar las 

infecciones asociadas con implantes dentales [90]. 
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 Objetivos específicos   
• Desarrollo de un compósito constituido por colágeno-nanopartículas de sílica y 

evaluar su performance como un sistema de liberación local de ibandronato, el 

efecto diferenciador sobre células mesenquimales de las nanopartículas de sílica y 

efecto en la incorporación del fármaco en distintos tipos de nanopartículas de sílica.  

• Desarrollo de un hidrogel de quitosano cargado con timol, un compuesto con 

propiedades antimicrobianas y antioxidantes proveniente de aceites esenciales de 

las plantas Thymus vulgaris y Origanum vulgare. Evaluación de su liberación, la 

adhesión y la agregación de bacterias sobre los hidrogeles, actividad antimicrobiana 

frente Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus y actividad antioxidante. 

• Desarrollo de un compósito constituido por quitosano, carboximetilcelulosa y 

nanopartículas de sílica y evaluar su performance como un sistema de liberación de 

un extracto acuoso de Larrea divaricata Cav., su actividad antioxidante, la 

incorporación de los distintos activos del extracto y la bioactividad in vitro de los 

compósitos.  

• Desarrollo de un hidrogel de quitosano modificado con DDSA (anhídrido 

dodecenilsuccínico). Evaluación del impacto en la liberación de un activo como el 

timol que es poco soluble en agua en los hidrogeles modificados químicamente con 

cadenas hidrocarbonadas. Evaluación preliminar in vivo en un modelo de 

enfermedad periodontal animal de los hidrogeles modificados y no modificados.  
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CAPÍTULO 2: 

SÍNTESIS Y CARACTERIZACIÓN DE 

NANOPARTÍCULAS DE SÍLICA CARGADAS CON 

IBANDRONATO Y SUS COMPÓSITOS CON 

COLÁGENO  
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1.Introducción 

Inicialmente, los bisfosfonatos (BP) mostraron tener una alta afinidad por la 

hidroxiapatita ósea y la capacidad de inhibir la disolución de cristales de fosfato de 

calcio in vitro [91]. Más tarde, se observó que más allá de este efecto fisicoquímico 

también inhiben la resorción ósea in vivo. El efecto farmacológico de los 

bisfosfonatos está relacionado con su unión al hueso y su efecto bioquímico sobre 

las células, predominantemente osteoclastos [92]. Los bisfosfonatos tienen dos 

mecanismos principales de inhibición sobre los osteoclastos que dependen de las 

características del fármaco. En el caso de la primera generación de bisfosfonatos, 

que no contienen átomos de nitrógeno en su estructura, actúan como análogos de 

los pirofosfatos y se metabolizan a un análogo citotóxico de ATP [93]. Los 

bisfosfonatos de segunda generación, como el ibandronato de sodio, inhiben la 

farnesil pirofosfato sintasa reduciendo la cantidad de farnesil difosfato (FPP) y de 

geranil geranil difosfato (GGPP) requerido para la prenilación de proteínas [94] 

(Figura 9). 

 

 

Figura 9. Estructura química de un BP. Si está presente un grupo nitrógeno o amino, el BP “contiene 
nitrógeno". 

 

Cuando se inhibe la prenilación, la actividad de los osteclastos disminuye 

conduciendo a la apoptosis [95]. Estos fármacos se recomiendan para la 

enfermedad de Paget, la hipercalcemia y la osteoporosis. La vía oral es la preferida 

para la terapia crónica con estos fármacos. Sin embargo, la mayor desventaja es su 

pobre absorción (menos del 1% de la dosis oral) en el tracto gastrointestinal. La 

administración i.v. de BP es una ruta alternativa, donde aproximadamente 30-80% 

de la dosis se excreta en la orina, y la mayoría restante permanece ligada al hueso 

por largos períodos de tiempo [96]. 
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Además de la administración sistémica de estos fármacos, la aplicación local de BP 

ha ganado atención en los últimos años debido a ventajas tales como la reducción 

de efectos adversos y una alta concentración local. Este hecho condujo al desarrollo 

de diferentes sistemas de liberación locales como recubrimientos [97], 

nanopartículas [98,99], hidrogeles o nanocompósitos [100,101]. Por ejemplo, en 

un estudio fueron preparadas microesferas de quitosano y poli (ácido-L-láctico-co-

glicólico) (PGLA) cargados con alendronato para su uso en ortopedia y en el área 

dental. Se observó que el 85% del fármaco fue liberado de las microesferas de 

quitosano al final del tercer día, mientras que el 58% fue liberado al final del quinto 

día a partir de microesferas de PGLA [102]. Adicionalmente, se han realizado 

algunos experimentos in vivo con hidrogeles de ácido hialurónico en donde el 

zoledronato es administrado localmente. En ellos aumentó la tasa de formación de 

hueso hasta un 100% durante los primeros 17 días después de la implantación y 

se redujo la tasa de resorción del hueso en un modelo femoral de rata 

ovariectomizada [103]. Además, el zoledronato también se injertó en implantes de 

titanio con recubrimientos de hidroxiapatita. Estos implantes se insertaron en 

cóndilos de rata y mostraron un efecto positivo en la densidad ósea alrededor del 

implante y una mayor fijación mecánica [104].  

Además de su función antirresortiva, los BP también pueden ser localmente 

utilizados con otros fines. En este sentido, un hidrogel de poli (2- 

hidroximetilacrilato) se funcionalizó con alendronato para el tratamiento de heridas 

crónicas. La patología común en estas heridas crónicas es la excesiva actividad 

proteolítica, lo que resulta en la degradación de factores críticos de la capacidad de 

la úlcera para sanar. Como las metaloproteinasas de matriz son endopeptidasas 

dependientes de zinc que muestran un aumento en la actividad en el fluido de la 

herida crónica, los autores probaron que su actividad podría inhibirse con el 

bifosfonato alendronato que es capaz de unirse al metal divalente Zn2+ [105].  

Para la selección de los constituyentes más apropiados para hidrogeles, un posible 

enfoque desafiante es el "biomimético", en donde el biomaterial preparado debe 

parecerse lo más cerca posible al tejido que se va a reparar [106–111]. En este 

sentido,  hay esfuerzos recientes para construir materiales similares al hueso con 

colágeno [42]. Se han desarrollado matrices con silicio que muestran un incremento 

en las propiedades reológicas, una digestión enzimática más lenta y cuando se 
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siembran células en estas matrices éstas pueden adherirse, proliferar y migrar 

dentro del andamio [43,45,112,113]. Además, las nanopartículas de sílica han 

ganado terreno en el campo biomédico por su biocompatibilidad, 

biodegradabilidad, por ser inertes y estables, lo que permite una variedad de 

diseños de formulación para la aplicación en la industria farmacéutica [87,114–

116]. 

El objetivo del presente capítulo fue desarrollar nanopartículas de sílica sólidas, de 

sílica sólidas modificadas con grupos amino y nanopartículas de sílica mesoporosas 

como portadoras de ibandronato de sodio. Posteriormente, estas nanopartículas se 

incorporaron en hidrogeles de colágeno para desarrollar un nuevo sistema de 

liberación local. La liberación de ibandronato desde las nanopartículas o desde los 

compósitos de NP-colágeno también se describió y comparó. Adicionalmente, la 

toxicidad celular de NPs en células SAOS-2 se realizó utilizando un ensayo de MTT 

y el efecto sobre la diferenciación de células mesenquimales fue evaluado midiendo 

la actividad de la fosfatasa alcalina. 

 

2. Materiales y métodos 

2.1. Síntesis de nanopartículas 

Se sintetizaron tres tipos diferentes de nanopartículas de sílica. Las nanopartículas 

de sílica sólidas fueron obtenidas por el método de Stöber [117]. En pocas palabras, 

el tetraetil ortosilicato (TEOS) fue añadido a una solución en agitación de hidróxido 

de amonio (30%) en una mezcla de agua/etanol para obtener nanopartículas de 

sílica. Las soluciones se agitaron durante 24 horas a temperatura ambiente y las 

nanopartículas resultantes se recuperaron por centrifugación y se lavaron con agua 

hasta que se alcanzó un pH neutro. La concentración de sílica de las nanopartículas 

se determinó ponderando la masa residual de una alícuota secada a 80 °C. 

Las nanopartículas de sílica modificadas con grupos amino se obtuvieron usando el 

método de Stöber descrito anteriormente y el aminopropiltrietoxisilano (APTES) y 

TEOS se agregaron a la solución de hidróxido de amonio en una proporción de 1:4 

(Figura 10). 
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Figura 10. Síntesis de nanopartículas de sílica sólidas modificadas con grupos amino 

 

Las nanopartículas mesoporosas se sintetizaron añadiendo 5,0 g de etanol (108,70 

mmol), 1,4 g de amoníaco (20,59 mmol) y 0,21 g de bromuro de cetiltrimetilamonio 

(CTAB) (0,58 mmol) en 3,85 ml de agua (213,89 mmol) en agitación. Después de 

15 minutos, se agregó 0,39 g de TEOS (1,88 mmol) gota a gota en la solución 

anterior. La solución fue colocada en agitación por 4 hs. El CTAB fue eliminado por 

digestión en microondas (MLS 1200 Mega, Milestone, Bergamo, Italia) en una 

mezcla de HNO3: H2O2 (9:1 v/v). Las NPs sintetizadas se centrifugaron, se lavaron 

con etanol y agua, y luego se secaron al vacío [118]. 

 

2.2. Caracterización de nanopartículas: área superficial, morfología y distribución de 

tamaño 

El área superficial específica, el volumen total de poro y el tamaño de poro se 

midieron para las nanopartículas de sílica mediante isotermas de absorción de 

nitrógeno a 77 K utilizando un analizador de adsorción de gas automático (Gemini 

2360 V 2.00). Antes de la medición, el polvo de nanopartículas se desgasificó 

durante 24 hs a 150ºC. La superficie específica se calculó de acuerdo con la teoría 

de Brenauer- Emmett-Teller (BET) [119], mientras que la distribución del tamaño de 

poro y el volumen total de poro se calcularon por el Método Barrett-Joyner-Halenda 

(BJH) [120]. 

La forma y el aspecto se evaluaron mediante microscopía electrónica de barrido 

(SEM) y microscopía electrónica de transmisión (TEM). Las nanopartículas se 

analizaron por SEM usando un Microscopio Zeiss Supra 40 y las muestras para el 

análisis fueron metalizadas con oro en una atmósfera de argón. El análisis por TEM 

se realizó utilizando un MET Zeiss 109. 

El análisis del tamaño de partícula y la potencial zeta se realizó mediante el método 

de dispersión dinámica de luz (DLS). Las muestras fueron suspendidas en KCl 10 



 
 

 

 
 

32 

mM, se sonicaron durante 30 segundos y posteriormente fueron analizadas. Se 

realizó el análisis por triplicado a cada muestra de nanopartículas. 

 

2.3. Isotermas de adsorción para NPs de sílica con ibandronato de sodio  

Los experimentos de adsorción de ibandronato se llevaron a cabo por un método 

en batch a temperatura ambiente (25ºC). Los tres tipos de nanopartículas de sílica 

obtenidas (20 mg) se pusieron en contacto con 1 mL de soluciones de ibandronato 

de sodio que van desde 7,5 a 0,1 g.L-1. Las isotermas de adsorción se determinaron 

mediante la cuantificación del fármaco en la solución sobrenadante. El método 

empleado para evaluar la concentración de ibandronato de sodio en las soluciones 

fue el de electroforesis capilar (CE). 

 

2.4. Método de electroforesis capilar 

La cuantificación del ibandronato se llevó a cabo en un sistema de electroforesis 

capilar Agilent con detector de arreglo de diodos (Agilent Tecnologías). Se realizó 

el análisis de electroforesis capilar utilizando una columna capilar de sílice fundida 

sin recubrimiento (Polimicro Technologies, Phoenix, Arizona, EE. UU.) de 50 μm de 

diámetro interno y 50 cm de longitud total (40 cm al detector). El electrolito soporte 

(BGE) consistió en una solución de ácido ftálico 7,5 mM de pH 3,5. La solución BGE 

fue filtrada a través de un filtro de jeringa de 0,45 μm y sonicada (Transsonic 540, 

35 kHz; Elma, Singen, Alemania) antes de ser utilizada. El voltaje aplicado fue -30 

kV. Para la introducción de la muestra, se aplicó una presión positiva (500 mbar.s-

1). La detección UV indirecta en línea se llevó a cabo a 205 nm [121]. Para el 

acondicionamiento se lavaron los capilares con agua destilada durante 5 minutos, 

hidróxido de sodio 0,5 M por 10 min, agua destilada por 5 min y finalmente BGE 

por 10 min. Entre cada inyección, el capilar fue lavado con BGE durante 2 min. 

Se preparó una solución de 1000 μg.mL-1 de ibandronato sódico en agua para 

construir una curva estándar en el rango de 1 a 100 μg.mL-1. Las muestras se 

obtuvieron del sobrenadante de MNP o de los compósitos con colágeno incubados 

en agua destilada (como se indica en la sección de experimentos de adsorción y 

liberación) e inyectado después de la centrifugación. Todos los experimentos y 

medidas fueron realizados por triplicado. 
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2.5. Determinación de los perfiles de liberación en nanopartículas con ibandronato in 

vitro  

La liberación de ibandronato desde las nanopartículas fue evaluada en agua a 37ºC. 

En resumen, a las nanopartículas conteniendo 60 mg de fármaco se añadieron 5 

mL de agua y la suspensión fue sonicada durante 20 segundos para dispersarlas. 

La suspensión de nanopartículas se colocó en un shaker a una velocidad de 100 

rpm.min-1. El medio líquido fue completamente reemplazado con agua destilada en 

varios intervalos luego de una centrifugación para separar las nanopartículas. La 

cantidad de ibandronato liberado al sobrenadante se midió por electroforesis 

capilar de acuerdo con el método descrito anteriormente. 

 

2.6. Síntesis y caracterización de los compósitos de sílica-colágeno  

El colágeno tipo I se purificó a partir de colas de rata y la concentración se estimó 

mediante una titulación de hidroxiprolina [122]. Los compósitos se prepararon 

mezclando una suspensión de colágeno de una concentración de 5,0 mg.mL-1 en 

una solución de ácido acético 17 mM con una suspensión que contiene 0,25 M de 

nanopartículas de sílica cargadas con fármaco (15 mg por gel). Los soles resultantes 

se colocaron en placas de 24 pocillos y se dejó durante 2 hs bajo los vapores de 

amoníaco. Finalmente, los hidrogeles se dejaron bajo una campana de extracción 

para evaporar el amoníaco hasta alcanzar pH 7. Posteriormente, se realizó un 

análisis por microscopía electrónica de barrido (SEM) de los compósitos. Por este 

motivo, éstos se fijaron usando 3,63% de glutaraldehído en un buffer 

cacodilato/sacarosa (0,05 M/0,3 M, pH 7,4) durante 1 hora a 4ºC. Después de la 

fijación, las muestras se lavaron tres veces con el mismo buffer y fueron 

deshidratadas a través de lavados con soluciones de concentraciones crecientes de 

etanol de 70% a 100%. A partir de entonces, las muestras se secaron en un secador 

de punto crítico y fueron metalizadas con oro (10 nm) para el análisis [123]. Se 

observaron las muestras con un microscopio Zeiss Supra 40 para microscopía 

electrónico de barrido (SEM).  

También se realizaron ensayos de liberación de ibandronato desde los compósitos. 

Para este propósito, cada hidrogel se dejó con 1,25 mL de agua en un agitador 

rotatorio a una velocidad de 100 rpm.min-1. El medio líquido fue completamente 

reemplazado por agua destilada en varios intervalos de tiempo. 



 
 

 

 
 

34 

2.7. Cultivo de células y experimentos de toxicidad in vitro 

La línea celular SAOS-2 (sarcoma osteogénico) creció en botellas de cultivo 

adherentes en medio DMEM (Sigma) complementado con un 10% de suero de 

ternera fetal inactivado por calor y un 1% de penicilina-estreptomicina. Las células 

se mantuvieron a 37ºC en un ambiente humidificado con dióxido de carbono al 5% 

hasta que se alcanzó la confluencia. La recolección se realizó con una solución de 

tripsina-EDTA siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante. Antes de su 

uso, las células se tiñeron con azul tripán y se contaron en una cámara de Neubauer. 

Para los experimentos de toxicidad, las células fueron sembradas (1x104 por pocillo) 

y se agregaron suspensiones de nanopartículas de sílica en concentraciones que 

van de 0,06 a 2,4 mg.mL-1 seguido por adición de 1 mL de DMEM. Después de un 

período de cultivo de 2 días, la actividad metabólica celular se midió usando un 

ensayo MTT. Para ese propósito, el medio fue removido, reemplazado por 0,45 mL 

de medio fresco y 0,05 mL de una solución de MTT en una concentración de 5 

mg.mL-1 e incubado en una cámara de dióxido de carbono al 5% humidificado 

durante 4 hs. Después de la incubación, la solución de MTT fue eliminada y se 

añadió 1 mL de etanol absoluto para solubilizar el precipitado. La absorbancia se 

registró a 570 nm [123]. En todos los casos, los resultados fueron expresados como 

media ± SD a partir de experimentos realizados por triplicado. 

 

2.8. Diferenciación de células mesenquimales 

Dado que los osteoblastos muestran una actividad de fosfatasa alcalina alta (AP), la 

actividad de esta enzima es un marcador factible para evaluar la diferenciación 

celular. Para ello, se obtuvieron células mesenquimales de médula ósea femoral de 

ratas según el protocolo aislamiento de MSCs de rata [37] y se cultivaron en medio 

de cultivo α-MEM. Posteriormente, las células se tripsinizaron y se plaquearon en 

placas de cultivo de 24 pocillos (4 réplicas para la detección de la actividad 

fosfatasa alcalina) a una concentración de 1.000 células por pocillo en 1 mL de 

medio. Después de alcanzar la confluencia, los diferentes medios de cultivo fueron 

agregados y renovados cada dos días. Para un control positivo los medios de cultivo 

α-MEM se complementaron con 20 mM de β-glicerofosfato, 100 nM de 

dexametasona y 50 μM de ácido ascórbico. 
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Se añadieron las nanopartículas mesoporosas a los medios de cultivo en 

concentraciones de 0,36 μg.L-1 y 3,6 μg.L-1 Simultáneamente se agregaron también 

nanopartículas cargadas con ibandronato de sodio de 10-8 M y 10-7 M. Por otro 

lado, se preparó medio de cultivo α-MEM con ibandronato sódico 10-8 M pero sin 

nanopartículas. Las células se lavaron y lisaron después de 5, 10 y 15 días con 400 

μL de un buffer de lisis que contiene 0,1 M de dietilamina (DEA), 1 mM de MgCl2 y 

0,1% de Triton-100X. 

La actividad de la fosfatasa alcalina se determinó con p-nitrofenilfosfato como el 

sustrato. Básicamente, 50 μL de muestra fue añadido a 100 μL de p-

nitrofenilfosfato (5 mM) en el mismo buffer utilizado para la lisis e incubado a 37°C 

durante 60 min en agitación. La reacción enzimática se detuvo añadiendo 20 μL de 

NaOH 1 M. La actividad de la enzima se cuantificó por mediciones de absorbancia 

a 405 nm y calculadas según una curva de calibración.  

 

2.9. Análisis estadístico 

Todos los experimentos se realizaron por lo menos en triplicado y fueron 

estadísticamente analizados por ANOVA de una vía. Las diferencias se analizaron 

usando ANOVA de una vía, seguido de la comparación múltiple de la Prueba de 

Bonferroni, cuando la diferencia fue p <0,05 se consideró significativa. 

 

3. Resultados y discusión 

3.1. Caracterización de partículas 

Se obtuvieron tres tipos de partículas de sílica. Las partículas de sílica sólidas (SNP) 

tenían un diámetro medio de 656,5 ± 94,1nm. El análisis del tamaño de partícula 

usando DLS también reveló una homogeneidad en la distribución confirmada por 

imágenes TEM, así como la ausencia de agregación significativa (Figura 11A). 

Cuando estas nanopartículas se modificaron mediante la adición de APTES, el 

potencial zeta ζ cambió de -42 mV a +19 mV mostrando el éxito de la incorporación 

de grupos amino a la superficie de las nanopartículas. El tamaño de partícula medido 

por DLS fue 630,0 ± 48,9 nm, similar al obtenido para las SNPs originales. El 

tamaño de partícula observado para las nanopartículas mesoporosas (MNP) fue de 

un diámetro medio de 532,9 ± 35 nm como se puede ver en las imágenes TEM y 

SEM (Figura 11B y C). Las mediciones BET revelaron para las MNP una superficie 
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específica de 596,9 m2.g-1 y un volumen total de poro de 0,331 mL.g-1 con un radio 

poroso de 1,25 nm. En el caso de partículas sólidas, el área de superficie específica 

estaba alrededor de 17,4 m2.g-1 lo que confirma la ausencia de porosidad. 

 

 

Figura 11. Imágenes TEM y SEM de nanopartículas de sílica. A) TEM para nanopartículas SNP b) TEM 

para MNP c) SEM para MNP. 

 

3.2. Incorporación de ibandronato de sodio en nanopartículas y liberación del 

fármaco in vitro 

Las isotermas de adsorción se realizaron para las nanopartículas con grupos amino 

y las nanopartículas mesoporosas por electroforesis capilar (Figura 12). 

 

Figura 12. Electroferograma (A) standard ibandronato (B) (1) ibandronato (2) fosfito (3) fosfato. BGE: 

solución de ácido ftálico 7,5 mM pH 3,5. detección UV indirecta a 205 nm 

La isoterma de Langmuir fue el modelo utilizado con el fin de caracterizar la 

interacción del ibandronato con las nanopartículas de sílica. Las isotermas de 

Langmuir pueden ser expresadas de la siguiente manera: 
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q = qoCeq / K + Ceq 

donde q es la capacidad de adsorción expresada como la cantidad de ibandronato 

adsorbido por unidad de masa de nanopartículas (mg.g-1), K es la constante de 

equilibrio de adsorción (mg.mL-1), qo es la máxima capacidad de adsorción (mg.g-1) 

y Ceq es la concentración de la solución de incubación en el equilibrio (Figura 13). 

 

Figura 13. Isotermas de adsorción de ibandronato de sodio para nanopartículas amino modificadas 

(NH2 NP) y nanopartículas de sílica mesoporosa (MNP). 

 

Como el ibandronato de sodio tiene los siguientes pKa: 2,0; 6,3 y 10,5 posee carga 

negativa a pH fisiológico. Con este hecho puede explicarse por qué la carga de 

nanopartículas de sílica sólidas de un potencial zeta negativo es muy baja (menos 

de 1 mg.g-1) en comparación con las nanopartículas amino modificadas de sílica que 

pueden incorporar tanto como 28,90 ± 3,13 mg.g-1 (por este motivo no se 

presentan las isotermas correspondientes a las SNP). En este caso, el mecanismo 

principal de la incorporación del ibandronato podría ser una interacción 

electrostática entre el fármaco con carga negativa y la superficie positiva de las 

partículas no porosas. Para las MNP la carga de ibandronato fue aún mayor, con 

una capacidad máxima de 44,68 ± 4,86 mg.g-1 que no puede explicarse por 

interacción electrostática porque también tienen carga negativa, pero si en términos 

de su alta área superficial. Como las MNP tienen alta porosidad, el fármaco puede 

quedar atrapado dentro de esos poros. 

Como se muestra en la (Figura 14), la liberación del fármaco en los dos tipos de 

partículas es similar siguiendo una cinética de primer orden y solo un poco más 
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lento para los MNP. En ambos casos, se observó una rápida liberación, alcanzando 

casi el 50% después de 5 hs y 100% después de 2 días de incubación. 

 

Figura 14. Liberación in vitro de ibandronato desde nanopartículas MNP y desde nanopartículas 

modificadas con grupos amino 

 

3.3. Síntesis y caracterización de compósitos: liberación in vitro 

Las imágenes SEM mostraron una red típica de colágeno fibrilar con una alta 

porosidad cuando los hidrogeles de colágeno se prepararon sin la adición de 

nanopartículas (Figura 15A) y esta red no tuvo cambios después de la incorporación 

de MNP cargadas con ibandronato de sodio (Figura 15B).  

 

 

Figura 15. Imágenes SEM de hidrogeles de colágeno puro (A) y compósitos MNP-colágeno (B) 
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Cuando estas nanopartículas se incorporaron en los hidrogeles de colágeno para 

preparar compósitos, se observó (Figura 16) que los geles de colágeno puros 

utilizados como controles y los compósitos con partículas modificadas con grupos 

amino también tuvieron una liberación rápida, alcanzando casi un 90% en los 

primeros dos días. Sin embargo, los compósitos de colágeno y MNP mostraron un 

patrón de liberación diferente, En este caso, el 60% del fármaco se liberó después 

de 2 días y luego, la liberación se mantuvo durante un período de 10 días. Vale la 

pena mencionar que en el caso de los compósitos que incluían las nanopartículas 

modificadas con grupos amino, el fármaco solo se incorpora en la superficie de la 

partícula ya que no tienen porosidad. Por otra parte, las MNP tienen una gran área 

superficial y poros, lo que permite que el fármaco se disperse en toda la partícula. 

En este material, la liberación de los fármacos es por difusión. Por lo tanto, el líquido 

necesita penetrar dentro del polímero de colágeno en el primer paso y luego tiene 

que ingresar también en los poros de MNP para permitir al fármaco difundir al 

medio.  

 

Figura 16. Liberación in vitro de ibandronato de sodio desde los compósitos de MNP-colágeno, NH2 

NP-colágeno y desde hidrogeles de colágeno. 

 

3.4. Ensayo de toxicidad y diferenciación celular mesenquimal 

Teniendo en cuenta que las MNP tenían una capacidad más alta de incorporación 

del fármaco y una liberación más lenta cuando fueron incluidas en hidrogeles de 

colágeno, se decidió realizar solo experimentos celulares con este tipo de NP. Por 
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lo tanto, se determinó in vitro el efecto de las nanopartículas de sílica mesoporosas 

en varias concentraciones sobre la viabilidad de células SAOS (Figura 17). 

 

 

 Figura 17. Citotoxicidad de MNP en diferentes concentraciones para células SAOS después de dos 

días de exposición realizada por el ensayo de MTT representado como porcentaje de viabilidad con 

respecto a un grupo de control. * Indica una significación estadística en comparación al grupo control. 

 

Estas nanopartículas (sin fármaco) aumentaron significativamente la proliferación 

celular después de 48 hs en comparación con el control en concentraciones entre 

0,06 y 0,6 mg.mL-1. Sin embargo, las nanopartículas en concentraciones superiores 

a 1,2 mg.mL-1 parecen ser tóxicas para las células, ya que presentaron una 

disminución del 40% en su viabilidad para 2,4 mg.mL-1. Estos resultados son 

coherentes con trabajos previos en donde osteoblastos de cultivo primario de rata 

se colocaron en contacto con los productos iónicos de un vidrio bioactivo con un  

60% de sílica, en los cuales aumentó la viabilidad celular en comparación con el 

control [124]. 

Posteriormente, se midió la fosfatasa alcalina (ALP) luego de la incubación de células 

mesenquimales con MNP cargadas o no con ibandronato sódico. Se pudo observar 

(Figura 18) que el ibandronato sódico (10-8 M) tuvo un efecto positivo sobre la 

diferenciación celular ya que la actividad de ALP aumentó significativamente 

después de 5 y 10 días de cultivo en comparación con el control negativo. Esto fue 

reportado previamente para la misma concentración de otros bisfosfonatos [125]. 
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Figura 18. Actividad osteogénica de MNP y MNP con ibandronato de sodio en células mesenquimales 

midiendo la actividad de fosfatasa alcalina de las células. IB 10 -8 indica un medio de cultivo con un 

contenido de ibandronato sódico 10-8 M. MNP1 indica la presencia de 0,36 μg L-1 MNP, MNP2 indica 

la presencia de 3,6 μg L-1 MNP, MNP + IB1 indica la presencia de 0,36 μg L-1 MNP cargado con 10-

8 de ibandronato de sodio y MNP + IB2 indica la presencia de 3,6 μg L-1 MNP cargado con 10-7 de 

ibandronato sódico. * Indica una significancia estadística en comparación con el control negativo. 

 

Von Knoch et al., por ejemplo, demostraron que el zoledronato, risedronato y 

alendronato promueven la diferenciación de células madre de la medula ósea a 

osteoblastos, proporcionando una mayor evidencia de sus efectos anabólicos en 

osteoblastos [126]. Del mismo modo, las nanopartículas cargadas con ibandronato 

en dos concentraciones diferentes (10-8 y 10-7) produjeron un aumento en la 

actividad de ALP después de 10 días de cultivo, probablemente debido al hecho de 

que la liberación del fármaco es distinta en comparación a la solución de 

ibandronato, necesitándose mayores tiempos de cultivo para llegar a observar el 

efecto diferenciador. 

Curiosamente, las MNP también tuvieron un efecto sobre la  diferenciación de las 

células cuando no llevaban el ibandronato de manera similar a otros trabajos 

previamente publicados [127], y dicho efecto también se retrasó a 10 y 15 días con 

respecto al control positivo probablemente debido a que la sílica tiene que 
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solubilizarse previamente desde las nanopartículas para estar disponible en el 

medio de cultivo de las células y ejercer un efecto sobre ellas. 

No se observó ninguna diferencia significativa cuando las dos diferentes 

concentraciones de nanopartículas de sílica mesoporosas fueron incorporadas a los 

medios de cultivo. Ha et al., [128] observaron recientemente que una nanopartícula 

bioactiva basada en sílica en una formulación estimula la diferenciación y 

mineralización in vitro de osteoblastos, y además aumenta la densidad mineral ósea 

en ratones jóvenes in vivo demostrando que estas nanopartículas tienen actividad 

biológica intrínseca, más allá de su efecto inhibitorio de la actividad osteoclástica 

por la portación del fármaco ibandronato. 

En conclusión, estos compósitos de MNP-colágeno representarían una alternativa 

valiosa para la administración local sostenida de bisfosfonatos y con uso potencial 

en la regeneración ósea. De hecho, este sistema combina: i) un efecto inhibitorio 

bien conocido sobre los osteoclastos [94,95] ii) la capacidad de promover un efecto 

de diferenciación osteogénica en células mesenquimales y iii) al mismo tiempo no 

son tóxicas para las células.  
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CAPÍTULO 3: 

DESARROLLO Y EVALUACIÓN DE HIDROGELES DE 

TIMOL-QUITOSANO CON ACTIVIDAD 

ANTIMICROBIANA-ANTIOXIDANTE PARA LA 

ADMINISTRACIÓN LOCAL ORAL  
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1. Introducción 

Hoy en día, el desarrollo de dispositivos innovadores para la administración de 

fármacos está centrado en la prevención de los efectos secundarios y en el aumento 

de los intervalos de dosificación [129]. Una estrategia para evitar los efectos 

secundarios de la administración sistémica, es el desarrollo de sistemas de 

administración locales [130–133], por lo tanto, la administración dérmica, por 

mucosa, ocular y por inhalación puede ayudar a prevenirlos [134,135].  

Particularmente, hay algunas características de la mucosa que influyen en el diseño 

de nuevos sistemas de administración. Las membranas mucosas no poseen una 

capa externa queratinizada como la piel y por ello son mucho más sensibles a los 

irritantes. Sin embargo, al tener un buen perfil de permeabilidad, se convierten en 

un sitio adecuado para la administración de fármacos.  

Además, generalmente las enfermedades implican mecanismos complejos y diversos 

en los que se necesitan varios activos para lograr un tratamiento adecuado. La 

enfermedad periodontal es un ejemplo. Las bacterias están presentes en todas las 

etapas de la enfermedad, así como la inflamación del tejido periodontal [136,137]. 

Por lo tanto, se requieren antimicrobianos, antioxidantes, antirresortivos y anti-

inflamatorios a lo largo del tratamiento [32,138–141]. 

Hoy en día, algunos productos comerciales incluyen enjuagues bucales que se 

aplican diariamente, antibióticos sistémicos y dispositivos de administración local 

de fármacos [32,33]. Teniendo esto en cuenta, el timol tiene propiedades 

antimicrobianas [142–144] y antioxidantes [145] así como las características 

organolépticas adecuadas para la administración oral local. Sin embargo, es 

ligeramente soluble en agua y volátil, generando un obstáculo para desarrollar un 

dispositivo de administración oral. 

Por otra parte, el biomarterial quitosano es un polisacárido lineal constituido por 

glucosamina y N-acetil-glucosamina derivado de crustáceos que tiene buenas 

perspectivas para aplicaciones biomédicas. Los grupos amino del quitosano pueden 

establecer interacciones iónicas mientras que los grupos acetamida pueden 

participar en interacciones hidrofóbicas, dando lugar a un amplio espectro de 

moléculas candidatas para la liberación de fármacos y una alta capacidad de 

adsorción [25]. Además, los grupos funcionales del quitosano tales como el 

hidroxilo y el amino pueden modificarse químicamente [146]. Por ejemplo, la adición 

de grupos alquilo y carboximetilo al quitosano cambia su aspecto físico, químico y 
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propiedades mecánicas [147]. Muchos avances han sido logrados en modificaciones 

químicas y enzimáticas del quitosano. En el caso concreto de las modificaciones 

enzimáticas, éstas han demostrado alta especificidad utilizando condiciones de 

reacción favorables al medio ambiente [148]. 

El quitosano también ha mostrado actividad antimicrobiana [149,150]. Sin 

embargo, se encuentran algunas discrepancias en la literatura. La actividad 

antimicrobiana está influenciada por características del polímero como el grado de 

desacetilación y factores externos como el tipo de microorganismo y el pH. Hay 

varias hipótesis acerca del mecanismo de acción del quitosano. Algunos autores 

postulan al quitosano como agente quelante, otros como un polímero policatiónico 

que se une a las proteínas de la superficie celular aniónica de los microorganismos 

[151].  

Además, se ha estudiado la citocompatibilidad del quitosano en muchos tipos de 

células como osteoblastos, fibroblastos y células neuronales [152–154]. Estas 

células pudieron adherirse y proliferar en la matriz de quitosano mostrando una 

buena biocompatibilidad. Algunos autores sostienen que la homología entre el 

biopolímero de quitosano y ácido hialurónico nativo u otras glucosaminas 

extracelulares podrían ser una de las razones de su biocompatibilidad [155]. Dada 

su biocompatibilidad, el quitosano y sus compósitos se consideran buenos 

candidatos para la ingeniería de tejidos y la curación de heridas [156–158]. 

Además, el quitosano es un polímero biodegradable. De hecho, se sabe que la 

lisozima y otras enzimas pueden degradar el quitosano en productos no tóxicos. 

Esto es bastante interesante porque los andamios y dispositivos de administración 

biodegradables tienen aplicaciones clínicas prometedoras, ya que generalmente 

muestran buena aceptación del paciente [159]. 

Por último, el quitosano es un polímero mucoadhesivo [155,160,161]. La 

mucoadhesión es un proceso en el que se establecen interacciones químicas entre 

la mucina y el biopolímero. La naturaleza de estas interacciones difiere según las 

características del biopolímero. El proceso de mucoadhesión se puede dividir en 

dos eventos diferentes. Primero, el polímero se moja y se expande en la red de 

mucina. Luego, se establecen enlaces covalentes, interacciones iónicas y de puente 

de hidrógeno, fuerzas de Van der Waals y electrostáticas entre el polímero y la 

mucina. En el caso del quitosano, los grupos amino e hidroxilo forman puentes de 

hidrógeno con la mucina y su estructura lineal da una buena flexibilidad al polímero, 
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estimulando la mucoadhesión [162]. En conclusión, el quitosano tiene buenas 

cualidades para el desarrollo de sistemas de liberación de fármacos y de 

regeneración tisular [163,164]. 

En particular, los hidrogeles de quitosano se pueden usar como carriers para la 

liberación de fármacos y también como un andamio biodegradable para la 

regeneración del tejido periodontal. En el tratamiento de la enfermedad periodontal, 

no solo es importante tratar los signos y síntomas, sino también la recuperación del 

tejido perdido. Hoy en día, la recuperación completa del tejido periodontal todavía 

parece demasiado lejos de lograr. Sin embargo, se han realizado importantes 

avances en la regeneración ósea alveolar gracias a materiales cerámicos como la 

sílica, la hidroxiapatita y el fosfato de calcio [165,166] porque los materiales 

cerámicos pueden comportarse como materiales bioactivos que fomentan la 

formación de hueso [167]. Además, hay un desarrollo creciente en la regeneración 

de tejidos blandos periodontales con materiales orgánicos como colágeno y 

quitosano [168–170].  

En este capítulo, un hidrogel de quitosano desarrollado por un método de spray 

con propiedades reológicas, un comportamiento de hinchamiento y una estructura 

porosa adecuada para la liberación de fármacos se presenta como una alternativa 

para el tratamiento de la enfermedad periodontal. Desarrollamos la transición sol-

gel con una solución alcalina y le incorporamos timol, un compuesto con 

propiedades antimicrobianas y antioxidantes. Se realizaron ensayos de 

citocompatibilidad con fibroblastos [3T3] de ratón confirmando su 

biocompatibilidad. Además, se evaluó el grado de incorporación de timol en la red 

polimérica de quitosano, su cinética de liberación, así como sus actividades 

antimicrobianas y antioxidantes con el objeto de buscar un biomaterial con 

propiedades antimicrobianas y antioxidantes para tratar la enfermedad periodontal. 

 

2. Experimental 

2.1. Reactivos y materiales 

El quitosano de baja viscosidad obtenido de cangrejo con una viscosidad estructural 

66 mPas y desacetilación >75,0%, la lisozima de huevo de gallina blanco (100.000 

U/mg), el reactivo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, el 

DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo), el DAB (tetrahidrocloruro de diaminobencidina), 

la epinefrina y el timol >98,5% se compraron de Sigma-Aldrich (St Louis, USA). El 
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reactivo de Folin-Ciocalteu se obtuvo de Merck (Darmstadt, Alemania). El medio de 

Eagle modificado por Dulbecco, el suero fetal bovino, la penicilina y la 

estreptomicina se compraron a Gibco. El caldo Todd- Hewitt se obtuvo de Britania 

Lab. Todos los demás reactivos fueron de grado analítico. 

 

2.2. Síntesis del hidrogel de quitosano 

Se preparó una solución de 20 mg.mL-1 dispersando el quitosano en polvo en ácido 

acético al 1% (v/v). Se agitó durante 15 minutos para obtener así una dispersión 

homogénea. Luego, 1 mL de solución de quitosano se vertió en cada pocillo de una 

placa de cultivo de 24 pocillos, utilizada como molde. Luego, se roció con una 

solución de NaOH 1 N y se dejó durante 5 hs a temperatura ambiente. Finalmente, 

se eliminó la solución de NaOH y los hidrogeles obtenidos se lavaron con agua 

desionizada hasta que se alcanzó un pH neutro. 

 

2.3. Caracterización ultraestructural del hidrogel de quitosano 

Los hidrogeles de quitosano se analizaron mediante microscopía electrónica de 

barrido (SEM). Por tal motivo, las muestras se fijaron con una solución de 

glutaraldehído (10% v/v en PBS) durante 1 h a 4°C. Después de la fijación, las 

muestras se lavaron tres veces con PBS y luego se congelaron a -80°C. Finalmente, 

las muestras fueron liofilizadas y recubiertas de oro para su análisis con un 

microscopio Zeiss SUPRA 40. 

El análisis del microscopio electrónico de transmisión (TEM) se realizó en un MET 

Zeiss 109. Después de la fijación y el lavado como se describe anteriormente, las 

muestras se fijaron posteriormente usando un tetraóxido de osmio al 5% en un 

buffer de cacodilato/sacarosa (0,05 M/0,3 M) con un pH de 7,4 durante 1 h a 4°C. 

Posteriormente, las muestras se deshidrataron e incluyeron en resina epoxi. Las 

secciones delgadas se cortaron con un ultra micrótomo y se contrastaron con ácido 

fosfotúngstico. Las secciones recuperadas fueron fotografiadas. 

 

2.4. Caracterización por FT-IR 

Los espectros infrarrojos de transformada de Fourier (FTIR) de los hidrogeles de 

quitosano liofilizados se llevaron a cabo con un FTIR-Raman Thermo Scientific 

Nicolet modelo 50 IS, combinado con un dispositivo de ATR. El rango de escaneo 

fue 4000-500 cm-1. Los espectros fueron procesados por el software Thermo 

Nicolet OMNIC. 
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2.5. Calorimetría diferencial de barrido (DSC) 

Se realizaron mediciones de calorimetría diferencial de barrido (DSC) en un 

instrumento Shimadzu DSC-50. La temperatura fue calibrada con In (157 °C, 3.3 J 

mol-1). Aproximadamente 20 mg de muestra liofilizada se equilibró primero a 25 °C 

y luego se calentó de 25 a 240 °C a una velocidad constante de 10 °C.min-1, bajo 

un flujo de nitrógeno de 50 mL.min-1. 

 

2.5 Perfil de hinchamiento  

Los hidrogeles de quitosano y timol-quitosano se liofilizaron, se pesaron (Wo) y se 

almacenaron en buffer fosfato salino (PBS) para permitir la absorción de agua. 

Posteriormente, los hidrogeles se pesaron (W) en diferentes momentos (t) después 

de eliminar el exceso de buffer. El grado de hinchamiento se calculó mediante la 

siguiente ecuación: 

W% = [(W − Wo) /W] × 100 

Más tarde, el contenido de agua en equilibrio (W∞) y las constantes de velocidad se 

calcularon de acuerdo con la siguiente ecuación: 

t/W= 1/ (KW2
∞) + t/W∞ 

donde t es el tiempo 

 

2.7. Medidas reológicas 

Primero se realizaron barridos de amplitud para determinar el rango viscoelástico 

lineal (LVR). Luego, mediante ensayos de corte dinámico se obtuvieron el módulo 

elástico o de almacenamiento, G', el módulo viscoso o de pérdida, G" y la viscosidad 

compleja (η*) en función de la frecuencia (), en un rango de 0,1 a 500 s-1 de los 

materiales estudiados usando un reómetro rotacional de Anton Paar (MCR-301) 

provisto con una cámara termotastizada CTD 600. Las pruebas se realizaron usando 

placas paralelas de 25 mm de diámetro, una tensión de γ = 1,0%. Las mediciones 

se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20°C) y todas las pruebas se realizaron 

utilizando deformaciones pequeñas para garantizar la linealidad de las respuestas 

dinámicas. Todas las medidas se repitieron usando diferentes muestras. El ancho de 

espacio utilizado fue de 1,8-2 mm. 

 

2.8. Biodegradabilidad del quitosano 

Los hidrogeles de quitosano y timol-quitosano se liofilizaron y pesaron (Wo). Luego, 

se sumergieron en buffer fosfato salino (PBS) con 1 mg.ml-1 de lisozima (100.000 
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U.mg) a 37 °C. Después de 7 días, los hidrogeles se lavaron, liofilizaron y pesaron 

(W7 días). El porcentaje de peso se determinó para evaluar la biodegradación del 

hidrogel según la siguiente ecuación: 

 

W% = (W7 días/ Wo) × 100 

 

2.9. Prueba de viabilidad y cultivo celular 

Las células [3T3] de fibroblastos de ratón se cultivaron en botellas de cultivo 

adherentes con medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) con bajo contenido 

de glucosa complementado con un 10% de suero fetal bovino inactivado por calor 

y un 1% de penicilina-estreptomicina. Las células se mantuvieron a 37°C en una 

cámara de dióxido de carbono al 5% humidificado hasta que se alcanzó la 

confluencia. La disrupción y remoción celular se realizó con una solución de tripsina-

EDTA. Las células se tiñeron con azul tripán y se contaron en una cámara Neubauer. 

Las células de fibroblastos (1,22 × 104) fueron sembradas en cada hidrogel seguido 

por la adición de 1 mL de medio completo DMEM de baja glucosa. Después de 24 

hs de incubación a 37°C, en un 5% de CO2 la actividad metabólica celular se midió 

usando el ensayo de MTT. 

Para ello, el medio se eliminó y se reemplazó por 1 mL de una solución 0,5 mg∙mL-

1 de MTT en medio fresco. Las muestras fueron incubadas en una cámara 

humidificada al 5% de dióxido de carbono por 4 hs. Posteriormente, se eliminaron 

las soluciones, se añadió 1 mL de etanol absoluto y las mezclas se incubaron 

durante 30 min a temperatura ambiente para solubilizar el precipitado azul. La 

absorbancia se registró a 570 nm en un espectrofotómetro UV-Visible (Cecil CE 

3021, Cambridge, Inglaterra) 

 

2.10. Carga y liberación de timol 

Los hidrogeles de quitosano se incubaron en soluciones hidroalcohólicas de timol 

(2,5 mg.mL-1 y 1,25 mg.mL-1) durante 7 hs. Los hidrogeles se lavaron con agua y 

después de eso 1 mL de buffer fosfato salino (PBS) o saliva artificial Fusayama 

Meyer modificada (NaCl 6,8 mM, KCl 5,4 mM, CaCl2 5,4 mM, Na2HPO4 1,6 mM, urea 

16 mM) (AS) se agregó a cada hidrogel para realizar el ensayo de liberación. El 

medio de liberación fue eliminado en diferentes tiempos de los hidrogeles y se 

repuso con medio nuevo. La liberación acumulada de timol se midió a través del 

método espectrofotométrico Folin-Ciocalteau, ampliamente utilizado para 
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determinar el contenido de polifenoles y fenoles. Brevemente, se mezclaron 200 μL 

de sobrenadante de cada hidrogel con 200 μL de reactivo y 2 mL de solución de 

Na2CO3 (2% p/v). Después de 1 h de incubación, cada muestra se midió a 725 nm 

en un espectrofotómetro UV-VIS (Cecil CE 3021, Cambridge, Inglaterra). 

 

2.11. Prueba de viabilidad de células bacterianas 

2.11.1. Ensayo MTT y análisis SEM 

Los hidrogeles de quitosano se incubaron en anaerobiosis a 37°C en caldo Todd- 

Hewitt con 5% de glucosa con 1 × 106 UFC de Streptococcus mutans. Después de 

24 hs, en algunos hidrogeles se añadió el reactivo MTT (5 mg.mL-1 en PBS) dado 

que el Streptococcus mutans reduce el colorante MTT (Bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) en formazán púrpura insoluble. Luego de la 

incubación, estos hidrogeles de quitosano se disolvieron en ácido acético al 1% 

(V/V) y se realizaron diluciones posteriores en etanol. Las soluciones coloreadas 

debido a la disolución de los cristales de formazán se midieron a 570 nm en un 

espectrofotómetro UV-VIS (Cecil CE 3021, Cambridge, Inglaterra). En paralelo, otros 

hidrogeles se fijaron y se analizaron mediante microscopía electrónica de barrido 

(SEM) como se describe en la Sección 2.3. 

 

2.12. Prueba de actividad antimicrobiana 

2.12.1. Método de conteo de placas 

Se añadió una suspensión bacteriana de 1.106 UFC.mL-1 en PBS o AS a los 

hidrogeles de quitosano cargados con timol. Los hidrogeles fueron incubados a 

37°C. Después de 24 hs se retiró la suspensión bacteriana de los hidrogeles y se 

realizaron diluciones en serie en solución fisiológica de cada sobrenadante. 

Finalmente, 20 μL de cada solución se extendieron en placas de agar y se contó el 

número de unidades formadoras de colonias. Esta metodología se repitió dos veces 

más, para evaluar el efecto antimicrobiano de los materiales sintetizados después 

de 24 hs, 48 hs y 72 hs. Para Staphylococcus aureus se utilizaron placas de agar 

Luria-Bertani (LB) (extracto de levadura, 5 g.L-1; agar, 15 g.L-1; NaCl, 10 g.L-1 y 

triptona, 10 g.L-1) mientras que para Streptococcus mutans, placas de agar sangre 

en condiciones anaeróbicas. 
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2.13. Actividad antioxidante 

2.13.1. Ensayo DPPH 

La actividad scavenger del radical libre estable DPPH fue analizada por el método 

modificado de Blois en el que la tasa de blanqueo de DPPH es monitoreada a una 

longitud de onda característica en presencia de la muestra [171]. El ensayo se 

realizó de la siguiente manera: 100 μL de sobrenadante de los hidrogeles de 

quitosano cargados con timol se mezclaron con 400 μL de buffer Tris pH= 7,4 y 

500 μL de DPPH 100 μM. La absorbancia se midió a 517 nm. La inhibición DPPH 

fue calculada por la ecuación: 

% de inhibición = [1 - (Amuestra/ADPPH)] × 100 

donde A es la absorbancia medida. 

 

2.13.2. Simil actividad peroxidasa 

 La actividad simil peroxidasa de los hidrogeles timol-quitosano se realizó por el 

método descrito por Herzog y Fahimi [172]. Después de su síntesis e incorporación 

de timol, 200 μL de los sobrenadantes de los hidrogeles se mezclaron con 25 μL 

de H2O2 0,030 M y 775 μL de tetrahidrocloruro de diaminobencidina (DAB) 1.10-4 

M preparado en buffer Krebs-Henseleit (pH= 7,4) que contiene: NaCl 125 mM; KCl 

4,0 mM; NaH2PO4 0,5 mM; 0,1 mM MgCl2; CaCl2 1,1 mM y glucosa 5,0 mM. Una 

solución de DAB sin H2O2 se usó como blanco de reacción. La reacción fue iniciada 

por H2O2 y el cambio en las lecturas de absorbancia se registró a intervalos de 30 

segundos durante 5 minutos usando un espectrofotómetro de Shimadzu UV- 240 

(impresora gráfica PR-1) ajustado a 465 nm. La absorbancia Δ/min fue calculada y 

una curva de calibración de la concentración de peroxidasa frente al 

Δabsorbancia/min se realizó usando peroxidasa de rábano picante de concentración 

conocida, obteniendo una relación lineal en el rango de 1,95 × 10-3 a 2,5 × 10-5 

U.mL-1. La actividad de las muestras fue calculada por interpolación en la curva 

estándar. 

 

2.13.3. Actividad simil superóxido dismutasa  

La actividad simil superóxido dismutasa fue determinada por la capacidad de inhibir 

la autooxidación de epinefrina a adrenocromo, en presencia del oxígeno de la 

atmósfera [173]. Para este propósito, se mezclaron 50 μL del sobrenadante del 

hidrogel, 910 μL de buffer fosfato pH=10,7 y 40 μL de epinefrina 2 mM. La 
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absorbancia resultante se midió a 480 nm cada 10 segundos durante 5 minutos. 

La Δabsorbancia/min se calculó y se evaluó la actividad antioxidante de las muestras 

como el % de inhibición de la autooxidación de epinefrina mediante la siguiente 

ecuación: 

% de inhibición= [(ΔAbs/minepinefrina-ΔAbs/minmuestra)/ΔAbs/minepinefrina] x 100  

        

2.14. Análisis estadístico 

Los datos se representan como medias ± SD de experimentos de al menos 

triplicados. Para algunos datos, las diferencias se analizaron mediante ANOVA 

(análisis de varianza), seguido de una prueba de comparación múltiple de 

Bonferroni. Para otros datos, se realizó la prueba t de Student. En cada estadística 

p <0,05 se consideró como significativo. 

 

3. Resultados y discusión 

3.1. Síntesis y caracterización de hidrogeles de quitosano 

Los hidrogeles de quitosano se sintetizaron mediante un método de spray. La 

gelificación inmediata se logró por la rápida neutralización de las cadenas 

multicatiónicas de quitosano mediante la aplicación de hidróxido de sodio 1 M 

(Figura 19). 

 

 

Figura 19. Representación esquemática de la síntesis de los hidrogeles de quitosano 

 

 La preparación de hidrogeles de quitosano por esta técnica garantiza una 

estructura porosa y una gran superficie, propiedades altamente deseables para 

mejorar la adhesión, la proliferación celular y mejorar la incorporación de principios 

activos. La homogeneidad de la red polimérica, la estructura de poros y el tamaño 

de poro aproximado se observaron mediante microscopía electrónica de barrido 

(SEM) y microscopía de transmisión electrónica (TEM) (Figura 20).  
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Figura 20. (A) Imagen SEM representativa del hidrogel de quitosano (B) Imagen TEM representativa 

del hidrogel de quitosano 

 

Además, el espectro infrarrojo de transformada de Fourier (FTIR) mostró un pico a 

1550 cm-1 correspondiente al pico de la flexión (N-H) y el pico de la amida I a 1650 

cm-1 (C=O). También se observó una banda ancha en 3500-3100 cm-1 que podría 

atribuirse a vibraciones de estiramiento (N-H) y (O-H). El espectro FTIR obtenido es 

consistente con un quitosano de alto grado de desacetilación [153] (Figura 21A). 

También se realizó un análisis de calorimetría de barrido diferencial. Esta técnica 

ampliamente utilizada para la caracterización de polímeros tiene la capacidad de 

determinar cambios físicos y químicos en biopolímeros como el quitosano. En el 

termograma DSC (Figura 21B), se observó un pico endotérmico característico a 

126,7°C, que se puede atribuir a la pérdida de agua [174]. Este resultado implica 

que hay una fracción de agua presente en el hidrogel y está estrechamente asociado 

a la matriz del polisacárido [175,176].  

  



 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 21. (A) Espectro FTIR de los hidrogeles de quitosano (B) Termograma DSC de los hidrogeles de quitosano a una velocidad de calentamiento de 10ºC.min-1 

bajo un flujo de nitrógeno de 50 mL.min-1



 
 

 
 
 
 

 

Posteriormente, se realizaron estudios de hinchamiento a los hidrogeles de timol-

quitosano (Figura 22A). Los hidrogeles de quitosano cargados con timol mostraron 

buenas propiedades de hinchamiento, este proceso siguió una cinética de segundo 

orden y absorbieron una gran cantidad de agua (Figura 22B).  

 

Figura 22. (A) Estudios de hinchamiento de los hidrogeles de quitosano y timol-quitosano durante 

un periodo de 24 hs en PBS (n = 6) (B) Datos experimentales del contenido de agua y tiempo 

trazados de acuerdo con una cinética de segundo orden (n = 6) de los hidrogeles de quitosano y 

timol-quitosano 

 

El perfil de hinchamiento del hidrogel revela que casi en 1 hora se alcanzó el 

equilibrio. En la Tabla 1, se detalla el contenido de agua en equilibrio de los 

hidrogeles de quitosano e hidrogeles de timol-quitosano, alcanzando hasta ~ 96% 

de agua (Tabla 1).  

 

Tabla 1. Contenido de agua en el equilibrio (W∞) de los hidrogeles de quitosano y timol-quitosano y 

el coeficiente de determinación (r2) del contenido de agua de acuerdo con una cinética de segundo 

orden 
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Vale la pena mencionar que es sabido que los hidrogeles que tienen un alto 

contenido de agua muestran una buena biocompatibilidad, una clara ventaja para 

aplicaciones médicas [177].  

Además, los estudios reológicos indicaron que el quitosano era un hidrogel 

predominantemente elástico, debido a que los valores del módulo de 

almacenamiento G' (aprox. 1000 Pa) fueron siempre mayores que los valores del 

módulo de pérdida G" (aprox. 100 Pa) [178] (Figura 23B). Los hidrogeles 

dominantemente elásticos generalmente tienen un buen comportamiento de 

hinchamiento. Por lo tanto, las propiedades viscoelásticas de los hidrogeles de 

quitosano concuerdan con su perfil de hinchamiento. 

 

 

Figura 23. (A) Viscosidad compleja de los hidrogeles de quitosano frente a la frecuencia (B) 

Respuesta viscoelástica de los hidrogeles de quitosano frente a la frecuencia (G' y G''). (N = 2) 

 

En resumen, las propiedades viscoelásticas, el perfil de hinchamiento y los 

resultados de DSC indican que los hidrogeles de quitosano tienen una gran afinidad 

por el agua, favoreciendo la mucoadhesión del quitosano a la mucosa oral. En 

efecto, el agua representa casi el 95% del peso de la capa mucosa. 

La biodegradabilidad del quitosano también se evaluó. Especialmente porque la 

saliva es un líquido que contiene varios electrolitos y proteínas como la lisozima, 

que es capaz de degradar el quitosano ya que puede hidrolizar enlaces β-1,4 entre 

el ácido N-acetilmurámico y la N-acetil-D-glucosamina. Después de 7 días de 

incubación, los hidrogeles de quitosano cargados con timol fueron degradados por 

la lisozima en un ~10% (Figura 24). 
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Figura 24. Biodegradación de hidrogeles de timol-quitosano en 7 días con 1 mg.mL-1 de lisozima 

en PBS. 

 

3.2. Estudios de biocompatibilidad con hidrogeles de quitosano y estudios de 

liberación de timol 

Una vez que se caracterizaron los hidrogeles de quitosano, se prepararon los 

ensayos de citocompatibilidad con fibroblastos [3T3]. Los fibroblastos 

generalmente se encuentran en el tejido conectivo y son los responsables de la 

síntesis de colágeno, glicoaminoglicanos y otros componentes de la matriz 

extracelular. Por lo tanto, tienen un papel importante en la regeneración de los 

tejidos blandos. Los resultados de MTT mostraron que los hidrogeles son 

citocompatibles durante al menos 24 hs, por lo que son factibles para ser utilizados 

como andamios celulares. La cantidad de células viables sembradas en los 

hidrogeles de quitosano aumentó aproximadamente 4 veces después 24 hs. (p 

<0,05) (Figura 25). 
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Figura 25. La citocompatibilidad con fibroblastos 3T3 durante 24 hs en los hidrogeles de quitosano 

(n = 3) * p <0,05 se consideró significativa mediante la prueba t de Student 

 

Debido a su alto grado de desacetilación, el quitosano está compuesto 

principalmente por residuos de glucosamina que exhiben una gran cantidad de 

grupos amino e hidroxilo que están disponibles para la formación de puentes de 

hidrógeno e interacciones electrostáticas con el grupo fenol del timol. Por lo tanto, 

podría hipotetizarse que el timol podría unirse al quitosano por enlaces no 

covalentes, como interacciones electrostáticas y puentes de hidrógeno. Además, la 

porosidad del hidrogel de quitosano fomenta la proximidad entre los grupos 

funcionales que conducen a la formación de estos tipos de enlaces, aumentando así 

la incorporación de timol. Los hidrogeles de quitosano incubados con soluciones 

de 2,5 mg.mL-1 y 1,25 mg.mL-1 de timol incorporaron (0,99 ± 0,03) mg y (0,57 ± 

0,03) mg por hidrogel (20 mg) respectivamente. 

Posteriormente, la liberación acumulada de timol se llevó a cabo en dos diferentes 

medios de liberación (Figura 26). 
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Figura 26. Liberación acumulativa de timol en saliva artificial y PBS desde los hidrogeles de 

quitosano (n = 3) 

 

Después de 4 hs, aproximadamente un 70% de timol se liberó en el medio AS en 

contraste a lo observado en PBS, en el que el contenido de timol liberado al medio 

fue ~45%. En el buffer PBS, que se usa frecuentemente para las medidas de 

liberación in vitro de fármacos porque se asemejan a las condiciones fisiológicas, el 

100% de liberación de timol se logró en casi 48 hs. 

En la saliva artificial Fuyasama Meyer modificada [179], cuya composición se 

asemeja aún más a la saliva natural, la liberación de timol fue incluso más rápida, 

alcanzando casi el 100% después de 24 hs. Sin embargo, ambos medios, PBS y 

AS, mostraron perfiles similares de liberación in vitro siguiendo una cinética de 

primer orden. Los estudios de liberación sugieren que los hidrogeles podrían usarse 

como carriers de timol para una terapia antioxidante-antimicrobiana teniendo en 

cuenta su aplicación periódica por el paciente en intervalos de 2-3 días. 

 

3.3. Viabilidad de células bacterianas en hidrogeles de quitosano y estudios de la 

actividad antimicrobiana 

La literatura sostiene que el quitosano tiene actividad antimicrobiana. Sin embargo, 

varios factores pueden tener un impacto en el comportamiento del quitosano. Por 

ello, decidimos evaluar de diferentes maneras la actividad antimicrobiana del 

quitosano. 

En primer lugar, empleamos un ensayo de MTT para analizar la viabilidad de células 

bacterianas en hidrogeles de quitosano [180] con o sin activo durante 24 hs en 

caldo Todd-Hewitt con 5% de glucosa. La viabilidad del Streptococcus mutans fue 

significativamente mayor en los hidrogeles de quitosano que los hidrogeles de 

quitosano que se incubaron con timol (p <0,05) (Figura 27).  
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Figura 27. Viabilidad de Streptococcus mutans en hidrogeles de timol-quitosano por ensayo de MTT 

después de 24hs (n = 3). Las diferencias se analizaron mediante ANOVA, seguido de la prueba de 

comparaciones múltiples de Bonferroni, p <0,05 se consideró significativo. B es el hidrogel de 

quitosano sin timol. 

 

En segundo lugar, se realizó un análisis de microscopía electrónica de barrido para 

evaluar la agregación de Streptococcus mutans en los hidrogeles de quitosano con 

y sin timol después de 24 hs de incubación en caldo Todd-Hewitt con glucosa al 

5%. Como era de esperar, no se encontraron bacterias en los hidrogeles de 

quitosano cargados con timol mientras que en los hidrogeles de quitosano sin timol 

se observaron altas cantidades de bacterias adheridas (Figura 28). Las imágenes 

SEM confirman aún más que la adhesión y la agregación de bacterias fue 

desfavorecida en los hidrogeles de quitosano cargados con timol. Los resultados 

de ambas técnicas sostienen que los hidrogeles de quitosano sin timol son matrices 

adecuadas para la agregación y proliferación de Streptococcus mutans a diferencia 

de los hidrogeles de quitosano cargados con timol, en los que no hay agregación o 

proliferación. 
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Figura 28. (A) Imagen SEM del hidrogel de quitosano (B) Imagen SEM de Streptococcus mutans 

sobre hidrogel de quitosano (C) Imagen SEM del biofilm de Streptococcus mutans sobre hidrogel de 

quitosano 
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En tercer lugar, se evaluó la actividad antimicrobiana de los hidrogeles de timol-

quitosano en PBS y en saliva artificial mediante el método de conteo de placas 

(Figura 29). 

 

 

Figura 29. (A) Actividad antimicrobiana de hidrogeles de timol-quitosano contra Staphylococcus 

aureus por el método de recuento en placas durante un período de 72 hs (n = 3) en PBS (B) Actividad 

antimicrobiana de hidrogeles de timol-quitosano contra Streptococcus mutans por el método de 

recuento en placas durante un período de 72 hs (n = 3) en saliva artificial. 

 

En los hidrogeles de quitosano sin timol se observó la proliferación de 

Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans en cada ciclo de reutilización. La 

ausencia de actividad antimicrobiana en los hidrogeles de quitosano sin timol podría 

atribuirse a la neutralización de los grupos amino durante el proceso de gelificación. 

Con lo cual, el quitosano no puede comportarse como un grupo de cadenas 

policatiónicas que podrían ser las responsables de su actividad antimicrobiana. Por 

el contrario, los hidrogeles de quitosano cargados con timol mostraron una 

actividad antimicrobiana significativa contra Staphylococcus aureus y Streptococcus 

mutans durante 3 ciclos consecutivos de reutilización de 24 hs incubado en PBS o 



 
 

 

 
 

63 

AS respectivamente confirmando que los hidrogeles de timol-quitosano presentan 

una actividad antimicrobiana efectiva durante 72 hs. 

Cabe aclarar que la bacteria Staphylococcus aureus es una especie no frecuente en 

la cavidad oral. Sin embargo, algunos hallazgos sugieren que el microambiente 

periodontal puede establecer condiciones para la colonización de una bacteria que 

no pertenece a la microbiota oral en la cavidad oral humana. De hecho, especies 

como Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus se encontraron en 

muestras de biofilm subgingival humano [181]. Por otro lado, el Streptococcus 

mutans es un microorganismo anaerobio facultativo, que es parte del microbioma 

oral y está fuertemente relacionado con la placa supragingival.  

La composición de microbioma oral y placa dental está modulada por varios 

factores, como la dieta, las enfermedades subyacentes y el tabaco. Existe una gran 

variabilidad interindividual en los pacientes y esto conduce a la administración de 

antimicrobianos de amplio espectro para tratar enfermedades orales, como la 

periodontitis. Nosotros analizamos la actividad antimicrobiana contra dos 

representantes tipos de bacterias, como una ilustración del posible uso de las 

propiedades antimicrobianas de los hidrogeles timol-quitosano contra las bacterias 

que podrían estar presentes en pacientes con periodontitis. 

 

3.4. Estudios de actividad antioxidante de los hidrogeles de quitosano 

Finalmente, evaluamos la actividad antioxidante de los hidrogeles timol-quitosano. 

Las especies reactivas del oxígeno de los neutrófilos están destinadas a erradicar 

los patógenos, pero podrían causar daño irreversible en el tejido periodontal. El 

daño irreversible del tejido periodontal y recesión del tejido gingival, dos 

características principales de la enfermedad periodontal, podrían conducir a su vez 

a la pérdida de dientes. Para tener un amplio panorama de las capacidades 

antioxidantes de los hidrogeles de timol-quitosano realizamos un ensayo de DPPH 

y evaluamos la actividad simil superóxido dismutasa y simil peroxidasa (Figura 30). 
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Figura 30. Actividad antioxidante de hidrogeles de timol-quitosano durante un periodo de 24hs. (A) 

Capacidad de eliminación de radicales libres (DPPH) (B) Actividad simil Px (C) Actividad simil SOD. 

Los resultados se expresan como media ± SD de tres determinaciones realizadas por triplicado. * p 

<0,05 se consideró significativo mediante la prueba t de Student 

 

Los hidrogeles de quitosano cargados con timol mostraron una capacidad 

scavenger por el ensayo de DPPH después de 24 hs en la saliva artificial Fuyasama-
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Meyer modificada y no se encontraron diferencias significativas en los hidrogeles 

cargados con (0,99 ± 0,03) mg de timol y (0,57 ± 0,03) mg de timol (p<0,05).  

La actividad simil superóxido dismutasa y la actividad simil peroxidasa también 

fueron analizadas. Los hidrogeles de timol-quitosano mostraron actividad simil 

superóxido dismutasa observándose que podían inhibir la oxidación de epinefrina 

a pH=10,7. Sin embargo, los hidrogeles de quitosano mostraron actividad simil 

peroxidasa solo cuando fueron cargados con (0,57 ± 0,03) mg de timol (p <0,05). 

Sorprendentemente, los hidrogeles de timol-quitosano con la menor cantidad de 

timol presentaron actividad scavenger así como actividad simil superóxido 

dismutasa y simil peroxidasa.  

Los radicales libres y las especies reactivas de oxígeno (ROS) son esenciales para 

muchos procesos biológicos normales, en bajas concentraciones. Sin embargo, a 

concentraciones más altas puede provocar una lesión de los tejidos o no ejercer un 

efecto antioxidante. La actividad antioxidante ejercida por la menor cantidad de 

timol podría proteger el hueso alveolar y el tejido conectivo de la inflamación 

inducida por el estrés oxidativo generado durante la periodontitis.  

 

4. Conclusiones 

La salud oral proporciona calidad de vida [182]. La mayoría de las personas tienen 

caries dentales y varios factores como el tabaquismo, la falta de higiene oral y la 

genética promueve el desarrollo de enfermedades orales que pueden terminar en 

pérdida de los dientes. 

Los hidrogeles de quitosano ejemplifican un posible sistema de liberación para el 

tratamiento de la periodontitis. Por un lado, las propiedades antioxidantes del timol 

serían capaces de disminuir la inflamación periodontal; por otra parte, el timol 

podría ser un adyuvante para el control de placa dental debido a su actividad 

antimicrobiana. Si bien la eliminación de placa dental disminuye los signos de 

inflamación del paciente, es conveniente incluir el tratamiento de la inflamación para 

lograr una terapia gingivoperiodontal más completa. 

Los hidrogeles de timol-quitosano presentaron actividad antimicrobiana contra 

Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans durante 72 hs. Mediante 

microscopia electrónica se ha demostrado la no adhesión o agregación de 

Streptococcus mutans en los hidrogeles de quitosano cargados con timol. Esto es 

conveniente ya que no solo es relevante desarrollar un material que libere un 
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antimicrobiano, sino que también es importante evitar que dicho material sea 

colonizado por bacterias [183] y que sea biocompatible [184]. Aunque se observó 

una liberación repentina en las primeras 48 hs, los hidrogeles de quitosano pueden 

ser administrados fácilmente en la mucosa oral y varias aplicaciones se pueden 

realizar en la mucosa si es necesario. Además, mostraron una buena 

citocompatibilidad, lo que es particularmente importante porque la mucosa oral es 

sensible a sustancias irritantes. 

Los hidrogeles de quitosano preparados en este capítulo fueron completamente 

caracterizados. Las propiedades viscoelásticas, el comportamiento de hinchamiento 

y el análisis térmico fueron señalados para mostrar la fuerte afinidad del quitosano 

por el agua, promoviendo así su mucoadhesión a la mucosa oral. 

En conclusión, los resultados in vitro indican que los hidrogeles de timol-quitosano 

podrían tener dos objetivos diferentes: tratar el biofilm dental y las consecuencias 

de la inflamación. 
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CAPÍTULO 4: 

DESARROLLO DE COMPÓSITOS DE BIOPOLÍMERO-SÍLICA 

SENSIBLES AL pH CARGADOS CON EXTRACTO DE LARREA 

DIVARICATA CAV. CON ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE 
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1. Introducción 

Los materiales que responden a estímulos tienen una importancia emergente en la 

nanotecnología y la medicina [185,186]. La temperatura, el pH y la fuerza iónica 

son algunas de las variables a las cuales los materiales pueden responder de manera 

diferente y, por lo tanto, pueden modular su comportamiento. De hecho, los 

estímulos externos pueden modificar las propiedades, la estructura, las 

interacciones y las dimensiones del material.  

Los materiales pH-responsivos son un grupo de materiales en los que la estructura 

y las propiedades del material cambian según el pH. La presencia de grupos ácidos 

y básicos en este tipo de materiales puede influir en el grado de hinchamiento y en 

la liberación de fármacos [187]. En el área de liberación de fármacos, se pueden 

utilizar materiales estímulo responsivos para lograr una liberación controlada [188]. 

La respuesta al pH tiene un interés especial debido al hecho de que el pH en el 

cuerpo humano varía entre muchos tejidos diana y en algunas afecciones 

patológicas como la enfermedad periodontal [189], el cáncer [190,191] y las 

infecciones [192].  

Hoy en día, es importante desarrollar un nuevo sistema de administración que no 

solo desempeñe su función como carrier, sino que también tenga otras funciones, 

como la regeneración de los tejidos [193–195]. En este sentido, la sílica ha ganado 

gran interés en los últimos años [73,196]. 

La sílica es un material cerámico bioactivo que puede promover la formación de 

hueso [74]. El SiO2 es un promotor de diferenciación documentado y su 

incorporación a los sistemas de liberación mejora la adhesión, diferenciación, 

proliferación y mineralización de osteoblastos [170]. Los grupos silanoles de la 

sílica son capaces de proporcionar un entorno adecuado para la biomineralización. 

De hecho, la sobresaturación de Ca++ cerca de una superficie negativa podría 

desencadenar la nucleación de hidroxiapatita [197]. 

La enfermedad periodontal es causada por bacterias periodontopatógenas [198]  

que desencadenan una respuesta inflamatoria que conduce a la destrucción del 

tejido periodontal. Inicialmente, se origina una gingivitis, la etapa inicial de la 

enfermedad periodontal, que consiste en la inflamación de la encía. Más tarde, 

aparece el estadío crónico, donde no solo está presente la inflamación, sino también 

la destrucción del ligamento periodontal y del hueso alveolar [199]. En este 
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contexto, la sílica puede desempeñar un papel clave en la regeneración periodontal 

ósea. 

Además, los biopolímeros mucoadhesivos [200] como el quitosano (Chi) [201] y la 

carboximetilcelulosa (CMC) se consideran buenos candidatos para la administración 

local [202]. El quitosano es un polisacárido marino ya presentado y descripto en 

capítulos anteriores, compuesto por glucosamina y N-acetil-glucosamina y la 

carboximetilcelulosa es un biopolímero modificado químicamente, derivado de la 

celulosa. Por su parte, la CMC es un polímero aniónico con excelentes propiedades 

mucoadhesivas debido a la formación de puentes de hidrógeno con la capa de 

mucina. Mientras que el Chi es un biopolímero catiónico que puede unirse al epitelio 

de la mucosa a través de enlaces iónicos entre sus grupos amino y los residuos de 

ácido siálico [203]. Aunque ambos biopolímeros tienen diferentes estructuras y 

propiedades ambos presentan un perfil mucoadhesivo adecuado para la 

administración de fármacos. 

La enfermedad periodontal se puede tratar localmente con antioxidantes, 

antimicrobianos y antiinflamatorios. En este sentido, productos naturales como los 

extractos obtenidos de una planta sudamericana llamada Larrea divaricata Cav. 

surgieron como buenos candidatos principalmente debido a sus propiedades 

antioxidantes y antiinflamatorias [204–207]. Su extracto acuoso tiene aplicaciones 

prometedoras para la terapia de enfermedades gingivoperiodontales que presentan 

una inflamación marcada y daño tisular periodontal. Una característica interesante 

de los extractos de plantas es que su efecto terapéutico puede ser causado por: i) 

un único ingrediente activo, ii) un grupo fitoquímico particular o iii) la acción 

sinérgica entre varios compuestos. Particularmente, uno de los principales 

compuestos presentes en las hojas de Larrea divaricata Cav. es el ácido 

nordihidroguayarético (NDGA). Evidentemente, el uso de antioxidantes como Larrea 

divaricata Cav. podría tratar los efectos dañinos de la inflamación crónica, 

mejorando los signos y síntomas de pacientes con enfermedades 

gingivoperiodontales. 

En este capítulo, se presentan materiales compósitos sensibles al pH constituidos 

por nanopartículas de sílica, Chi y CMC cargadas con extracto de Larrea divaricata 

Cav. acuoso. Los compósitos podrían tener un perfil mucoadhesivo diferencial a lo 

largo de la enfermedad periodontal, lo que puede ser conveniente ya que se sabe 
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que la saliva de pacientes con gingivitis presenta un pH más alto que la saliva de 

pacientes con periodontitis. Además, por HPLC se analizó la incorporación del 

extracto vegetal en los dos tipos de compósitos, así como el perfil de liberación del 

compósito que mostró la mayor incorporación, resaltando sus potencialidades. 

Finalmente, el estudio de citotoxicidad con fibroblastos y el análisis de 

biomineralización in vitro confirman aún más la potencial aplicación de estos 

compósitos en la regeneración ósea alveolar. 

 

2. Materiales y métodos 

2.1. Materiales  

El quitosano de baja viscosidad obtenido de cangrejo, de viscosidad estructural 66 

mPas y desacetilación >75,0%, la lisozima de huevo de gallina blanco 100.000 

U/mg), el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, el DPPH (2,2-

difenil-1-picrilhidrazilo) y la epinefrina se compraron de Sigma-Aldrich (St Louis, EE. 

UU.). La carboximetilcelulosa sódica de viscosidad media con un grado de 

sustitución de 0,65-0,90 se obtuvo de Noviant, Holanda. La sílica coloidal (aerosil 

200) con un contenido de SiO2> 99,8% y una superficie específica de 200 m2g-1 

fue proporcionada por Evonik Resource Efficiency GmbH, Alemania. El medio de 

Eagle modificado por Dulbecco, suero fetal bovino, penicilina y estreptomicina se 

adquirieron en Gibco. Todos los demás reactivos fueron de grado analítico. 

 

2.2. Material vegetal y extracto 

Las hojas de Larrea divaricata Cav. fueron recolectadas en la provincia de Córdoba, 

Argentina e identificadas mediante análisis morfológicos, anatómicos e 

histoquímicos. Se depositó un espécimen de comprobante en el Museo de 

Farmacobotánica de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de la Universidad de 

Buenos Aires. El extracto acuoso de las hojas se preparó de la siguiente manera: las 

hojas secadas al aire se extrajeron durante 10 minutos con agua destilada hirviendo, 

luego el extracto se filtró y se liofilizó. El extracto acuoso se dividió en alícuotas y 

se almacenó a -20°C hasta su uso. 
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2.3. Síntesis de compósitos 

Se preparó una solución de 20 mg.mL-1 de quitosano en ácido acético al 1%. 

Posteriormente, se colocó 1 mL de quitosano en cada pocillo de una placa de 24 

pocillos y se neutralizó con una solución de NaOH 1 N. Los hidrogeles obtenidos 

se lavaron con H2Od hasta que se alcanzó un pH neutro. Más tarde, los hidrogeles 

se incubaron durante 24 hs con 1 mL de dos dispersiones de etanol y agua (10:90): 

el primero constituido por 350 mg.mL-1 de glicerol y 14 mg.mL-1 de  SiO2 mientras 

que el segundo contenía 350 mg.mL-1 de glicerol, 14 mg.mL-1 de SiO2 y 15 mg.mL-

1 de CMC. Para los compósitos cargados con extracto de Larrea divaricata Cav., el 

extracto liofilizado de la planta se añadió en una concentración de 6,6 mg.mL-1 a 

las dos dispersiones de etanol-agua descritas anteriormente. Posteriormente, los 

compósitos se lavaron con agua desionizada. 

 

2.4. Caracterización ultraestructural  

Los hidrogeles de quitosano y los compósitos se analizaron por microscopía 

electrónica de barrido (SEM). Las muestras se fijaron con una solución de 

glutaraldehído (10% v/v) durante 1 hora a 4°C. Después de la fijación, las muestras 

se lavaron tres veces con agua desionizada y se congelaron a -80°C. Finalmente, 

las muestras se liofilizaron y se recubrieron con oro para su análisis con un 

microscopio Zeiss SUPRA 40. 

 

2.5. Caracterización por FT-IR  

Los espectros infrarrojos (FTIR) de los materiales liofilizados se realizaron con un 

equipo de FTIR-Raman Thermo Scientific Nicolet modelo IS, que está acoplado con 

un dispositivo de reflexión total atenuado (ATR). El rango de escaneo fue 4000-500 

cm-1. Los espectros fueron procesados por el software Thermo Nicolet OMNIC. 

 

2.6. Calorimetría diferencial de barrido (DSC)  

Se llevaron a cabo mediciones de calorimetría diferencial de barrido (DSC) en un 

instrumento Shimadzu DSC-50. La temperatura se calibró con In (157 ° C, 3,3 J mol-

1). Aproximadamente 20 mg de los compósitos o hidrogeles de quitosano secados 

por liofilización se equilibraron primero a 25°C y luego se calentaron de 25 a 240 
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°C a una velocidad constante de 10 °C.min-1, bajo un flujo de nitrógeno de 50 

mL.min-1 

 

2.7. Mediciones reológicas  

Primero se realizaron barridos de amplitud para determinar el rango viscoelástico 

lineal (LVR). Luego, mediante ensayos de corte dinámico se obtuvieron el módulo 

elástico o de almacenamiento, G', el módulo viscoso o de pérdida, G" y la viscosidad 

compleja (η*) en función de la frecuencia (), en un rango de 0,1 a 500 s-1 de los 

materiales estudiados usando un reómetro rotacional de Anton Paar (MCR-301) 

provisto con una cámara termotastizada CTD 600. Las pruebas se realizaron usando 

placas paralelas de 25 mm de diámetro, una tensión de γ = 1,0%. Las mediciones 

se llevaron a cabo a temperatura ambiente (20°C) y todas las pruebas se realizaron 

utilizando deformaciones pequeñas para garantizar la linealidad de las respuestas 

dinámicas. Todas las medidas se repitieron usando diferentes muestras. El ancho de 

espacio utilizado fue de 1,8-2 mm. 

 

2.8. Estudios de hinchamiento  

Los compósitos e hidrogeles de quitosano se liofilizaron, se pesaron (Wo) y se 

almacenaron en buffer a pH 6,5 o 7,5 para permitir la absorción de agua. Se pesaron 

los hidrogeles o compósitos (W) en diferentes tiempos (t) después de eliminar el 

exceso de buffer pH 6,5 o 7,5. El grado de hinchamiento se calculó mediante la 

siguiente ecuación: 

W% = [(W − Wo) /W] × 100 

Posteriormente, el contenido de agua en equilibrio (W∞) y las constantes de 

velocidad cinética se calcularon de acuerdo con la siguiente ecuación: 

t/W= 1/ (KW2
∞) + t/W∞ 

donde t es el tiempo 

 

2.9. Biodegradabilidad de los compósitos 

Los hidrogeles de quitosano y los compósitos se liofilizaron y pesaron (Wo). 

Posteriormente, se sumergieron en PBS (pH 7,4) con 1 mg.mL-1 de lisozima 

(100.000 U.mg-1) a 37°C. Después de 7 días, los hidrogeles y compósitos se 

lavaron, se liofilizaron y se pesaron (W7 días). Se evaluó el porcentaje de peso para 
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evaluar la biodegradación de hidrogeles de quitosano y compósitos según la 

siguiente ecuación: 

W% = (W7dias / Wo) × 100 

 

2.10. Incorporación y liberación de Larrea divaricata Cav.  

Se analizó la incorporación del extracto acuoso de Larrea divaricata Cav. en los 

compósitos de polímero mucoadhesivo con nanopartículas de sílica mediante una 

técnica de cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC). El análisis por HPLC se 

realizó con un instrumento Varian Pro Star equipado con una válvula de inyección 

Rheodyne de 20 µL y un detector de arreglo de diodos ajustado a 280 nm. Se usó 

una columna de fase inversa C18 Shodex 150 x 4,6 mm (5 µ dp). Como fase móvil, 

se empleó un sistema de gradiente. El sistema estaba compuesto por un solvente 

A, agua y ácido acético (98:2) y por un solvente B, metanol y ácido acético (98: 2) 

de acuerdo con el gradiente: 30% de B a 100% de B en 30 min. El procedimiento 

cromatográfico se llevó a cabo a temperatura ambiente con un flujo de 1 mL.min-1. 

Para el estudio de liberación del extracto de Larrea divaricata Cav. desde los 

compósitos se realizó la adición de 1 mL de buffer fosfato pH 6,5 en cada 

compósito. El medio de liberación se eliminó en diferentes tiempos de los 

compósitos y se repuso con medio nuevo. El método empleado para evaluar la 

concentración del extracto de la planta en las soluciones fue la técnica de HPLC 

descrita anteriormente. 

 

2.11. Actividad antioxidante 

2.11.1. Ensayo DPPH  

La capacidad eliminadora de radicales libres se evaluó mediante el método de Blois 

modificado en el que se monitorea la velocidad de blanqueo del DPPH a una 

longitud de onda característica en presencia de la muestra [171]. El ensayo se 

realizó de la siguiente manera: 100 µL de extracto de Larrea divaricata Cav. extraído 

de los compósitos de biopolímero-sílica se mezclaron con 400 μl de buffer Tris pH 

=7,4 y 500 μl de DPPH 100 μM. La absorbancia se midió a 517 nm. La inhibición 

de DPPH se calculó mediante la ecuación: 

%inhibición= [1-(Amuestra/ADPPHcontrol)]×100 
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donde A es la absorbancia medida. 

2.11.2. Actividad de simil superóxido dismutasa  

La actividad simil superóxido dismutasa se determinó por la capacidad de inhibir la 

autooxidación de epinefrina, a adrenocromo, en presencia de oxígeno en la 

atmósfera [173]. Para este propósito, 50 µL de extracto de Larrea divaricata Cav. 

extraído de los materiales compósitos, se mezclaron con 910 µL de buffer fosfato 

pH 10,7 y 40 µL de epinefrina 2 mM. La absorbancia resultante se midió a 480 nm 

cada 10 segundos durante 5 min y se calculó la Δabsorbancia/min. La actividad 

antioxidante de las muestras se evaluó como el % de inhibición de la autoxidación 

de la epinefrina mediante la siguiente ecuación: 

% de inhibición= [(ΔAbs/minepinefrina-ΔAbs/minmuestra) /ΔAbs/minepinefrina] x 100  

 

2.12. Bioactividad in vitro  

Se realizaron estudios preliminares de bioactividad in vitro en los compósitos de 

biopolímero-sílica. En este sentido, evaluamos la formación de hidroxiapatita en la 

superficie de los compósitos en fluido corporal simulado (SBF) que tiene casi la 

misma concentración de iones que el plasma (Na+ 142 mM; K+ 5,0 mM; Mg2+ 1,5 

mM; Ca2+ 2,5 mM; Cl- 147,8 mM; HCO3
- 4,2 mM; HPO4

2- 1,0 mM; SO4
2- 0,5 mM, pH 

7,40). Se preparó el SBF como se detalla en Kokubo et al. [208]. Después de incubar 

los materiales compósitos en SBF durante 3, 7 y 14 días, se lavaron, se fijaron en 

una solución de glutaraldehído (10% v/v) durante 1 hora a 4°C y se analizaron 

mediante SEM-EDS (Microscopia Electrónica de Barrido con detector EDS)  

 

2.13. Citotoxicidad 

Se cultivaron fibroblastos [3T3] de ratón para la prueba de citotoxicidad en botellas 

de cultivo adherentes con medio de Eagle modificado de Dulbecco de baja glucosa 

(DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado por calor y 1% 

de penicilina-estreptomicina. Las células se mantuvieron a 37°C en una cámara 

humidificada al 5% de dióxido de carbono hasta que se alcanzó la confluencia. La 

disrupción y remoción celular se hizo con una solución de tripsina-EDTA. Las células 

se tiñeron con azul tripán y se contaron con una cámara Neubauer. Se sembraron 

células de fibroblastos (4,0 x 104) en cada pocillo seguido de la adición de 1 mL de 

medio DMEM completo de baja glucosa. Después de 48 hs de incubación, se 
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añadieron ambos tipos de materiales compósitos a la placa de 24 pocillos en la 

parte superior de la capa de fibroblastos y se midió la actividad metabólica celular 

a las 24 hs usando el ensayo de MTT. Primero, el medio se retiró y se reemplazó 

por 1 mL de una solución de 0,5 mg.mL-1 MTT disuelto en medio. Las muestras se 

incubaron en una cámara humidificada al 5% de dióxido de carbono durante 4 hs. 

Posteriormente, se eliminaron las soluciones de MTT, se añadió 1 mL de etanol 

absoluto y las mezclas se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

La absorbancia se registró a 570 nm en un espectrofotómetro UV-visible (Cecil CE 

3021, Cambridge, Inglaterra). 

 

2.14. El análisis estadístico  

Los datos se representan como medias ± desviación estándar de al menos 

triplicados. Las diferencias se analizaron mediante ANOVA (análisis de la varianza), 

seguido de una prueba de comparación múltiple de Bonferroni. En otros casos se 

realizó una prueba t de Student. La evaluación estadística p <0,05 o p <0,01 se 

consideró significativa. 

 

3. Resultados y discusión 

3.1. Síntesis y caracterización de compósitos 

La estructura de los hidrogeles fue analizada por SEM. Las imágenes SEM mostraron 

que los compósitos de a) compósito chi-SiO2 b) compósito chi-CMC-SiO2 y c) 

hidrogel de quitosano tienen una estructura porosa y uniforme indicando que la 

adición de nanopartículas de silíca al quitosano no modifica al hidrogel (Figura 31A-

C). Además, las nanopartículas de sílica de un tamaño de 10 nm eran claramente 

visibles (Figura 31D).  

El análisis FTIR revela las señales de posibles estiramientos y deformaciones 

vibratorias dentro de los compósitos. La asignación de estas vibraciones a grupos 

funcionales específicos permite la identificación de grupos químicos de la muestra, 

lo que proporciona una mejor comprensión de estos nuevos materiales. (Figura 

31E). El espectro muestra una banda a 1660-1620 cm-1 que corresponde a la banda 

de amida I. Esta banda está compuesta por dos amplios picos a 1655 cm-1 y 1625 

cm-1 (estiramiento C=O y C-N, respectivamente). La banda de amida II (1540 cm-1, 

estiramiento N-H) es indetectable junto con la banda de amida III (1390 cm-1). 

Además, como se esperaba, se detectaron bandas de óxido de silicio en los 



 
 

 

 
 

76 

compósitos. De hecho, las bandas a 500 cm-1 (O-Si-O) y en 1050 cm-1 (Si-O) en 

ambos compósitos, Chi-CMC-SiO2 y Chi-SiO2, indican la presencia de sílice coloidal 

(Figura 31E-G). 

 



 
 

 
 
 
 

 

 

Figura 31. Imágenes representativas de microscopía electrónica de barrido de (A) compósito chi-SiO2 (B) compósito chi-CMC-SiO2 (C) hidrogel de quitosano (D) 

nanopartículas de SiO2. Espectros infrarrojos con transformada de Fourier de (E) chi-CMC (F) chi-CMC-SiO2 (G) chi-SiO2



 
 

 
 
 
 

 

Además, se llevó a cabo un análisis térmico de los compósitos (Figura 32A). Al 

analizar los termogramas obtenidos por la técnica de DSC, hubo diferencias en el 

área y la posición del pico endotérmico causado por la pérdida de agua. Estos 

hallazgos indican que los compósitos difieren en la interacción agua-compósito y, 

por lo tanto, en su capacidad de retención de agua. En el caso de chi-SiO2, se 

observó un desplazamiento de 40°C mediante la adición de glicerol y 

nanopartículas de sílica. Por otro lado, en el caso de chi-CMC-SiO2, donde se agregó 

el polisacárido carboximetilcelulosa al material compósito, el cambio fue incluso 

mayor (60°C). Claramente, la adición de nanopartículas hidrofílicas, glicerol y 

carboximetilcelulosa sódica aumenta la capacidad de retención de agua del 

quitosano. 

En general, la magnitud de los valores G' y G" frente a la frecuencia (dentro de un 

rango de frecuencia) y la relación de G' a G" se pueden usar para estimar la 

resistencia de los hidrogeles. En principio, los hidrogeles reológicamente resistentes 

están asociados con valores más altos de G', y a su vez estos valores de G' deben 

ser uno o dos órdenes mayores que G". Puede decirse entonces que los compósitos 

chi-CMC-SiO2 son predominantemente elásticos, porque los valores del módulo de 

almacenamiento (c.a.1000 Pa) fueron mayores siempre que los valores del módulo 

de pérdida (c.a. 100 Pa) G con un probable buen perfil de hinchamiento, pero no 

tan resistentes como los hidrogeles de quitosano (Figura 32B, C). 
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Figura 32. (A) Termogramas DSC de los materiales a una velocidad de calentamiento de 10ºC.min-1 

bajo un flujo de nitrógeno de 50 ml.min-1 (Chi) quitosano (Chi-SiO2) quitosano-SiO2 (Chi-CMC-SiO2) 

quitosano-CMC-SiO2 (Chi-CMC) quitosano-CMC. (B) Viscosidad compleja del hidrogel de quitosano y 

compósito quitosano-CMC-SiO2 frente a la frecuencia (C) Respuesta viscoelástica del hidrogel de 

quitosano y el compósito quitosano-CMC-SiO2 frente a la frecuencia (G' y G''). (D) Biodegradación de 

hidrogeles de quitosano y compósitos Chi-SiO2; Chi-CMC-SiO2 en un período de 7 días con 1 mg.mL-

1 de lisozima en PBS. 

 

En paralelo, se realizó una prueba de biodegradabilidad a los compósitos. La saliva 

es un fluido natural que contiene electrolitos y enzimas como la lisozima [209], que 

es capaz de degradar el quitosano porque puede hidrolizar enlaces β-1,4 entre los 

monómeros ácido N-acetilmurámico y N-acetil-d-glucosamina. Los hidrogeles y 

compósitos de quitosano fueron expuestos a la lisozima para evaluar su 

biodegradación. Los compósitos chi-CMC-SiO2 no mostraron degradación, pero los 

compósitos chi-SiO2 y los hidrogeles de quitosano presentaron c.a. 10% de 

biodegradación (p <0,05) (Figura 32D). Evidentemente, la biodegradabilidad se 

modificó mediante la adición de CMC que probablemente influye en la capacidad de 

degradación hidrolítica de la lisozima. 
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Paralelamente, realizamos el perfil de hinchamiento de los compósitos e hidrogeles 

de quitosano a dos pH diferentes (Figura 33A, B).  

 

Figura 33. (A) Perfil de hinchamiento de quitosano (chi); compósito de quitosano-SiO2 (chi-SiO2); 

compósito quitosano-carboximetilcelulosa-SiO2 (chi-CMC-SiO2) a pH 6,5 y 7,5 (B) Datos 

experimentales del contenido de agua y tiempo según una cinética de segundo orden de los 

compósitos biopolímero-sílica e hidrogeles de quitosano,  

 

El perfil de hinchamiento evalúa la afinidad por el agua del material y, por lo tanto, 

estima sus propiedades de mucoadhesividad. A pesar de que en todos los casos el 

perfil de hinchamiento siguió una cinética de segundo orden y alcanzó el equilibrio 

en casi una hora, los dos tipos de compósitos presentaron un comportamiento de 

hinchamiento diferente debido al pH. El quitosano probablemente esté ionizado a 

pH 6,5, lo que fomenta la formación de pares iónicos con grupos ácidos carboxílicos 

y grupos silanoles que podrían modificar la afinidad de los compósitos por el agua. 

En el caso de los hidrogeles de quitosano, a pesar de que la afinidad por el agua 

fue mayor, no se observó influencia del pH. En el caso de ambos compósitos, se 

absorbió una mayor cantidad de agua a pH 7,5. El contenido de agua en equilibrio 
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(W∞) calculado para los compósitos y los hidrogeles de quitosano se detalla en la 

Tabla 2. Los hidrogeles de quitosano presentaron c.a.  93% del contenido de agua 

mientras que el contenido de agua en equilibrio de los compuestos Chi-CMC-SiO2 y 

Chi-SiO2, a un pH de 7,5 fueron de c.a. 64% y c.a. 52% respectivamente. Estos 

resultados fueron casi 10% más altos que los observados a pH 6,5 para los mismos 

compósitos. 

 

Tabla 2. Contenido de agua en el equilibrio (W∞) de los hidrogeles de quitosano y compósitos Chi-

SiO2; CMC-chi-SiO2 y coeficiente de determinación (r2) del contenido de agua de acuerdo con una 

cinética de segundo orden 

 

 

Evaluamos también la incorporación del extracto acuoso de Larrea divaricata Cav. 

en los compósitos por un método de HPLC, así como los perfiles por HPLC del 

extracto. Estudios previos de infusiones de L. divaricata Cav. analizadas por HPLC 

mostraron compuestos tales como el ácido cinámico y nor-dihidroguayarético [210]. 

Se demostró que ambos compósitos podrían incorporar muchos activos presentes 

en el extracto acuoso y que la mayoría de ellos son compuestos polares. Esto es 

consistente con el hecho de que los compósitos mostraron ser altamente hidrofílicos 

y, por lo tanto, los compuestos polares serían mucho más fáciles de incorporar. Por 

este motivo, el biomarcador ácido nor-dihidroguayarético (NDGA), uno de los 

principales compuestos del extracto Larrea divaricata Cav., no estaba presente en 

los cromatogramas obtenidos (Figura 34A-D).  
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Figura 34. Cromatogramas de HPLC. Extracto incorporado a los compósitos (A) Chi-CMC-SiO2 (B) 

Chi-SiO2 (C) control extracto (D) control NDGA. Los cromatogramas son representativos de tres 

determinaciones.  

 

Según los resultados obtenidos por HPLC, los compuestos más polares que el NDGA 

contribuirían a la actividad antioxidante observada en los compósitos. Estos 

hallazgos respaldan que las propiedades antioxidantes del extracto de Larrea 

divaricata Cav. no solo se atribuyen al biomarcador NDGA. 

En cuanto al análisis cuantitativo, los compósitos Chi-CMC-SiO2 mostraron una 

mayor incorporación del extracto en comparación a los compósitos Chi-SiO2. El 

grado de incorporación del extracto para el compósito Chi-CMC-SiO2 fue de 44,36% 

CV: 3% mientras que para el compósito fue de Chi-SiO2 18,32% CV: 11%. Estos 

porcentajes expresan la cantidad de extracto incorporado con respecto a la cantidad 

de extracto incubado con los compósitos después de 24 hs. La incorporación del 

extracto acuoso de Larrea divaricata Cav. por los compósitos de Chi-CMC-SiO2 es 

casi dos veces mayor en comparación a los compósitos de Chi-SiO2 indicando que 

la adición de CMC aumentó la incorporación del extracto a los compósitos. Debido 

a las diferencias observadas en ambos compósitos, se decidió realizar el estudio de 

liberación del extracto solo a partir de los compósitos Chi-CMC-SiO2. Considerando 

que la saliva normal es un fluido natural con un rango de pH entre 6,5 y 7, decidimos 

llevar a cabo el perfil de liberación en buffer de fosfato de pH 6,5 que es el pH más 
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bajo encontrado en la literatura para pacientes que sufren periodontitis. El extracto 

de Larrea divaricata Cav. presente en el compósito alcanzó la liberación del 100% 

en casi 4 días (Figura. 35A). Dentro de las primeras cinco horas, casi el 80% del 

extracto fue liberado. Luego, el patrón de liberación cambió, y la cantidad de 

extracto remanente en el compósito se liberó gradualmente hasta el cuarto día. El 

perfil HPLC del extracto de Larrea divaricata Cav. liberado del compósito Chi-CMC-

SiO2 se conservó a lo largo del estudio de liberación como se muestra en la Figura 

35B-F.  



 
 

 
 
 
 

 

 

Figura 35. (A) Liberación acumulada en buffer pH 6,5 de extracto L. divaricata Cav. por HPLC desde el compósito carboximetilcelulosa-quitosano-SiO2 (CMC-chi-SiO2) 

Cromatogramas de HPLC representativos del extracto L. divaricata Cav. liberado de compósito chi-CMC-SiO2 en buffer pH 6,5 (B) extracto total incorporado (C) 1 h 

(D) 5 hs (E) 48 hs (F) 72 hs



 
 

 
 
 
 

 

3.2. Estudio de la actividad antioxidante de los compósitos  

La enfermedad periodontal se inicia por la presencia de una biopelícula subgingival 

y es modulada por la respuesta inflamatoria e inmune. Muchos estudios sostienen 

que el equilibrio dinámico entre las especies reactivas de oxígeno y antioxidantes 

podría jugar un papel importante en la patogenia de la enfermedad periodontal 

[211]. De hecho, estudios de biopsias gingivales in vitro revelaron una actividad 

disminuida de superóxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), alentando la hipótesis 

de que estas enzimas evitan la producción excesiva de ROS y, por lo tanto, la 

curación periodontal [212]. 

Los antioxidantes representan la primera línea de defensa contra el daño por 

radicales libres. Se pueden clasificar de acuerdo con su modo de acción: 

antioxidantes preventivos, como enzimas reparadoras de SOD, CAT y ADN que 

modulan los procesos redox y compuestos scavengers tales como los carotenoides 

y los polifenoles que son antioxidantes “rompedores de cadena”. Además, los 

antioxidantes pueden tener efectos positivos en la regulación, la migración de los 

fibroblastos y la proliferación a lo largo de los procesos de curación gingival y 

reparación periodontal [213]. De hecho, pueden reducir la producción de citocinas 

y proteínas proinflamatorias, neutralizar las especies reactivas de oxígeno y 

promover el proceso de curación de heridas [214]. 

Debido a la relación entre ROS y la enfermedad periodontal, la suplementación 

adyuvante antioxidante podría ayudar a tratar los signos y síntomas de la 

enfermedad periodontal [215]. En este sentido, varios extractos de plantas han 

demostrado ser útiles para tratar la inflamación de la cavidad oral [6,216,217]. Por 

lo tanto, un estudio detallado de un extracto de planta candidata en un carrier 

adecuado para el tratamiento de la enfermedad periodontal podría tener una 

relevancia significativa. 

Para la evaluación de la capacidad antioxidante de los compósitos cargados con L. 

divaricata Cav., se llevaron a cabo dos métodos diferentes (Figura 36A, B). 
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Figura 36. Actividad scavenger por DPPH (A) y actividad simil radical SOD (B) del extracto de L. 

divaricata incorporado en compósitos de Chi-SiO2 y Chi-CMC-SiO2. Los resultados se expresan como 

la media ± SD de tres determinaciones realizadas. ** p <0,01 diferencia significativa entre Chi-SiO2 

y Chi-CMC-SiO2 según estadística T de Student. 

 

 En primer lugar, se evaluó su capacidad para eliminar los radicales libres mediante 

el método de DPPH y, en segundo lugar, se evaluó su actividad simil SOD tal como 

se describe en la Sección 2.11.2. Se observó que los compósitos Chi-CMC-SiO2 

presentaban 3,5 veces más actividad simil SOD y una capacidad para eliminar los 

radicales libres por el ensayo DPPH 1,5 veces mayor en comparación con los 

compósitos de Chi-SiO2. Estos resultados están en acuerdo con las diferencias 

observadas en la incorporación del extracto de Larrea divaricata Cav. en los dos 

tipos de compósitos. 

Además, durante todo el estudio de liberación, evaluamos simultáneamente, por el 

método DPPH, las propiedades antioxidantes del extracto liberado del compósito 

Chi-CMC-SiO2, para verificar si su actividad fue preservada. La figura 37 muestra la 

actividad antioxidante asociada al extracto durante un período de 4 días, en 

concordancia con el estudio de liberación. 

 

Figura 37.  Actividad scavenger del extracto liberado de L. divaricata Cav. en buffer pH 6,5 por 

DPPH. 
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3.3. Bioactividad y estudios de citotoxicidad de los compósitos 

Los compósitos han ganado mucha atención en la regeneración de hueso debido a 

su similitud con él [218,219]. Considerando que, en la enfermedad periodontal, 

particularmente en su etapa avanzada, la periodontitis, el daño tisular alcanza el 

hueso alveolar, pretendíamos evaluar el papel de las nanopartículas de sílica en los 

compósitos. Dado que el hueso está constituido por proteínas extracelulares 

orgánicas y material inorgánico, la microestructura de los materiales constituidos 

por polímero y un material cerámico puede ayudar a estimular la remodelación 

[220–223]. De hecho, la nucleación de hidroxiapatita está influenciada por la 

acumulación electrostática de cationes y debe seguir requisitos estructurales y 

estereoquímicos.  En este sentido, las superficies negativas fomentan la formación 

de una superficie rica en Ca2+ que puede atraer HPO4
2-, facilitando la formación de 

sitios de nucleación [224]. La incubación de los compósitos en el fluido corporal 

simulado durante 14 días reveló que solo el compósito Chi-SiO2 presentaba una 

acumulación de calcio en su superficie (Figura 38A, B) mientras que en Chi-CMC-

SiO2 la adición de CMC desfavoreció la acumulación de calcio (Figura 38C, D). 
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Figura 38. (A) EDS-SEM del compósito Chi-SiO2 día 0 en fluido corporal simulado (B) EDS-SEM del 

compósito de Chi-SiO2 día 14 en fluido corporal simulado (C) EDS-SEM del compósito Chi-CMC-SiO2 

día 0 en fluido corporal simulado (D) EDS-SEM del compósito de Chi-CMC-SiO2 día 14 en fluido 

corporal simulado (E) citotoxicidad con fibroblastos [3T3] de ratón durante 24 hs en compósitos de 

Chi-SiO2 y chi-CMC-SiO2 mediante un ensayo colorimétrico de bromuro de tetrazolio azul de tiazolilo 

para evaluar la proliferación celular. Las diferencias se analizaron utilizando ANOVA de una vía, 

seguido de la prueba de comparaciones múltiples de Bonferroni, p <0,05 se consideró significativo.  

 

Se realizó un estudio de citotoxicidad en los compósitos con fibroblastos por 24 

hs. Para ello, decidimos realizar el estudio sobre una capa de células de fibroblastos. 

Se emplearon células de fibroblastos debido a su importancia en los tejidos blandos 

orales, ya sea como un componente celular de la mucosa oral o debido a su papel 

en la curación de heridas. En la enfermedad periodontal, la mucosa oral está 
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seriamente dañada, al punto de que la remodelación tisular se convierte en un factor 

crucial en términos de la conservación periodontal.  

La citotoxicidad de los materiales puede ser clasificada basado en la viabilidad 

celular relativa a los controles, donde un nivel de actividad en comparación con los 

controles de <30% es una citotoxicidad grave, entre 30 y 60% es citotoxicidad 

moderada, entre 60 y 90% es citotoxicidad leve, y >90% no es citotoxicidad 

[225,226]. 

En consecuencia, los compósitos Chi-SiO2 y Chi-CMC-SiO2 evaluados presentaron 

un efecto citotóxico moderado y los materiales con un efecto tóxico moderado en 

el ensayo de MTT pueden ser considerados como materiales potenciales para 

aplicaciones biomédicas [227]. 

Sin embargo, vale la pena mencionar que cuando fueron cargados con Larrea 

divaricata Cav. su citotoxicidad se redujo porque el extracto promueve la 

proliferación de fibroblastos (Figura 38E) (p <0,05). 

 

4. Conclusiones 

Una gran variedad de polímeros constituyen biomateriales interesantes debido a su 

biocompatibilidad, ausencia de toxicidad y fácil procesamiento para aplicaciones 

biomédicas [228–230]. La comprensión de las particularidades de cada tipo de 

biopolímero puede ayudar a diseñar biomateriales adecuados para tratar 

enfermedades orales como la enfermedad periodontal. Por lo tanto, un estudio de 

un carrier con un bioactivo es obligatorio en términos de mucoadhesividad y 

liberación.  

En este capítulo de tesis, dos compósitos de biopolímero-silica cargados con 

extracto acuoso de L. divaricata Cav. se presentan junto con una caracterización 

detallada. Interesantemente, su perfil de hinchamiento podría ser modulado por el 

pH de la saliva de pacientes que sufren de enfermedad periodontal. La ionización 

de los grupos amino del quitosano, los grupos de ácido carboxílico de la CMC y los 

grupos silanoles de las nanopartículas de sílica son responsables de los distintos 

comportamientos de hinchamiento entre pH 6,5 y 7,5. El análisis térmico también 

indicó diferencias en su capacidad de retención de agua y los termogramas DSC 

revelaron que el compósito Chi-CMC-SiO2 presentó la máxima afinidad por el agua. 

Si bien ambos compósitos podrían incorporar el extracto acuoso L. divaricata Cav., 

los compósitos de Chi-CMC-SiO2 mostraron una mayor incorporación y, por 
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supuesto, una mayor actividad antioxidante. Los perfiles de HPLC de L. divaricata 

Cav. demostraron que varios activos pudieron incorporarse. Esto es bastante 

interesante, porque hay algunas discrepancias en la literatura con respecto a los 

efectos beneficiosos de NDGA. En este sentido, ha sido informada el efecto de 

toxicidad renal y hepatoxicidad en su uso crónico [231]. En consecuencia, el 

desarrollo de los compósitos sin NDGA podrían evitar estos efectos secundarios. La 

liberación de extracto de los compósitos de Chi-CMC-SiO2 a pH 6,5 se logró en 

cuatro días y ambos compósitos pueden considerarse como potenciales materiales 

para aplicaciones biomédicas. 

Por último, debido a las propiedades bioactivas de la sílica [232], su presencia en 

los materiales compósitos proporciona un entorno para la biomineralización. En la 

enfermedad periodontal, no solo es importante en la liberación local de fármacos, 

pero también lograr la recuperación del tejido perdido. Los materiales bioactivos 

pueden promover la regeneración del periodonto dañado a través de esta 

enfermedad. Los resultados mostraron que sólo el compósito de chi-SiO2 podría 

proporcionar un entorno para una posible biomineralización. 

En conclusión, los resultados in vitro indican que el compósito Chi-CMC-SiO2 podría 

ser un carrier eficiente del extracto de Larrea divaricata Cav. como una terapia 

complementaria antioxidante para la enfermedad periodontal. En el caso del 

compósito de chi-SiO2, se necesitan más estudios para evaluar su función en la 

regeneración en el hueso periodontal.  
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CAPÍTULO 5:  

DESARROLLO DE HIDROGELES DE QUITOSANO 

MODIFICADOS con DDSA Y SU ESTUDIO PRELIMINAR IN VIVO 
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1.Introducción 

Hoy en día, el creciente estudio en biomateriales ha permitido una gran versatilidad 

de su uso en el campo dental. Los andamios biodegradables, como el quitosano, 

tienen un papel importante en la regeneración del tejido oral [170] y en el desarrollo 

de sistemas de administración de fármacos [193,202,233–235]. El quitosano es un 

polímero derivado de la quitina que tiene una buena biocompatibilidad y no 

presenta toxicidad [236]. Este biopolímero policatiónico se ha procesado 

exitosamente en hidrogeles [237], nanopartículas [238] y películas [239,240] para 

muchas aplicaciones biomédicas. Una razón de su alta versatilidad es que pueden 

modificarse químicamente sus grupos amino e hidroxilo. Es más, su modificación 

química ofrece una amplia gama de derivados de quitosano [241] con varias 

aplicaciones en el campo farmacéutico y biomédico [242–244] y tiene la capacidad 

de cambiar sus propiedades físicas, químicas y mecánicas. 

En este sentido, Rehka et al., desarrollaron un derivado de quitosano llamado lauril 

succinil quitosano con grupos hidrofóbicos e hidrofílicos. Ellos estudiaron la 

influencia en el perfil de liberación y en la mucoadhesividad entre las partículas de 

quitosano y su derivado y observaron que las partículas derivatizadas de quitosano 

minimizaban la liberación de insulina a pH 1,2, siendo adecuadas para un sistema 

de administración oral de proteínas. Además, eran altamente mucoadhesivas, 

posiblemente debido a la interacción hidrofóbica de los grupos laurilo con los 

dominios hidrofóbicos de la mucosa, así como por su potencial zeta negativo. Por 

otra parte, Inta et al., desarrollaron películas de ftaloilquitosano (DS-g-PHCTS) 

sintetizadas con dodecenil succinilato que podían mejorar la hidrofobicidad del 

quitosano y la actividad antibacteriana contra bacterias Gram-positivas. Sus 

hallazgos sugieren que el DS-g-PHCTS es un candidato prometedor para utilizarse 

como una película activa antimicrobiana en aplicaciones biomédicas. 

El anhídrido dodecenilsuccínico (DDSA) es un reactivo de acetilación que introduce 

una cadena hidrófoba de 12 carbonos en la estructura de sustratos con sitios 

reactivos. La modificación química de biopolímeros con DDSA ha demostrado ser 

bastante prometedora [245,246]. Por ejemplo, la goma arábiga es un polisacárido 

obtenido de árboles de Acacia, que se lo ha modificado con DDSA [247]. Los 

derivados de DDSA-goma arábiga demostraron una mejor capacidad emulsificante 

cuando aumentaban su contenido hidrófobo, lo que implicaba que tendrían una 

potencial aplicación para la microencapsulación. Por otra parte, la hidrofobización 
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de nanocristales de almidón (SNC) con anhídridos tales como el DDSA es una técnica 

favorable para el medio ambiente [248] y ha demostrado una mejora de la 

dispersión de los SNC en disolventes no polares o polímeros hidrófobos y, por lo 

tanto, permitiría ampliar el rango de aplicación del SNC como refuerzos para 

nanocompósitos de matrices poliméricas hidrofóbicas. 

En este capítulo, se modificaron químicamente hidrogeles de quitosano con DDSA 

para analizar su factibilidad como sistemas de administración de fármacos para el 

tratamiento de la enfermedad periodontal, evaluando la incorporación y el perfil de 

liberación de un compuesto ligeramente soluble en agua denominado timol que ya 

fue introducido en el capítulo 3, con el objetivo de reducir el número de aplicaciones 

por parte del paciente. La enfermedad periodontal afecta extensamente a las 

poblaciones humanas y es uno de los principales factores de riesgo para la pérdida 

de dientes y se caracteriza por la destrucción de las estructuras de soporte de los 

dientes, incluidos el ligamento periodontal, el hueso alveolar y los tejidos gingivales 

que conducen a una ruptura del cemento debido a la condición inflamatoria de los 

tejidos blandos que rodean los dientes [249]. 

El timol es un compuesto fenólico que posee actividad antioxidante y 

antimicrobiana. Dado que la enfermedad periodontal es una patología con origen 

microbiano y la inflamación está presente en todas las etapas de la enfermedad, un 

compuesto de acción dual podría ayudar al tratamiento de la enfermedad 

periodontal. Se presenta como un posible sistema de liberación controlada a 

hidrogeles de quitosano modificados con DDSA cargados con timol y analizamos 

sus propiedades. Para ello, la modificación de los hidrogeles se corroboró mediante 

espectros FTIR y 13C RMN, se evaluaron sus propiedades viscoelásticas, la 

ultraestructura de hidrogeles mediante un análisis SEM, el perfil de liberación, la 

actividad antimicrobiana y antioxidante. Posteriormente, se realizó una evaluación 

preliminar in vivo en un modelo de periodontitis en rata por mediciones 

histomorfométricas de los hidrogeles de quitosano modificados y no modificados. 

 

2. Materiales y métodos 

2.1 Materiales 

El quitosano de baja viscosidad obtenido de cangrejo con viscosidad estructural 66 

mPas y desacetilación >75,0%, la lisozima de clara de huevo de gallina (100000 

U/mg), el reactivo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio 
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(MTT), el anhídrido dodecenilsuccínico (DDSA) y el 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo 

(DPPH) se compraron de Sigma-Aldrich (St Louis, EE.UU.). El medio de Eagle 

modificado por Dulbecco, el suero bovino fetal; la penicilina y la estreptomicina se 

adquirieron en Gibco. Todos los demás reactivos fueron de grado analítico. 

 

2.2. Síntesis de hidrogeles DDSA-quitosano 

Se preparó una solución de 20 mg.mL-1 de quitosano en ácido acético al 1% (v/v). 

Después, se colocó 1 mL de quitosano en cada pocillo de una placa de cultivo de 

24 pocillos, que se usó como molde. Luego, se pulverizó una solución de NaOH 1 

N sobre la placa y se dejó durante 5 hs a temperatura ambiente. Finalmente, la 

solución alcalina se eliminó y los hidrogeles sintetizados se lavaron con agua 

desionizada hasta que se alcanzó un pH neutro. La modificación química de los 

hidrogeles se llevó a cabo mediante su incubación en una solución de DDSA al 25% 

P/V durante 2 horas bajo vapores de amoníaco. Después de la modificación, primero 

se lavaron con etanol absoluto para retirar el exceso de reactivo y más tarde con 

agua desionizada. 

  

2.3. Caracterización ultraestructural por SEM 

Los hidrogeles de quitosano y DDSA-quitosano se analizaron por microscopía 

electrónica de barrido (SEM). Las muestras se fijaron con una solución de 

glutaraldehído (10% v/v) durante 1 hora a 4°C. Después de la fijación, las muestras 

se lavaron tres veces con agua desionizada y se congelaron a -80°C. Finalmente, se 

liofilizaron y se recubrieron con oro por pulverización catódica para su análisis 

utilizando un microscopio Zeiss SUPRA 40. 

 

2.4. Caracterización por FT-IR y 13C RMN 

Los espectros infrarrojos de transformada de Fourier (FTIR) de los hidrogeles 

liofilizados de quitosano y DDSA-quitosano se registraron con un equipo IS de FTIR-

Raman Thermo Scientific Nicolet modelo 50, acoplado con un dispositivo de 

reflexión total atenuado (ATR). El rango de escaneo fue 4000-500 cm-1. Los 

espectros fueron procesados por el software Thermo Nicolet OMNIC. 

Todos los experimentos 13C RMN en estado sólido se realizaron a temperatura 

ambiente en un espectrómetro Bruker Avance II de 300 MHz equipado con una 

sonda de 4 mm de ángulo mágico de rotación (MAS). Los espectros de estado sólido 

13C de alta resolución se registraron usando la rampa {1 H} - {13C} CP-MAS. El 
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tiempo de adquisición fue de 2 ms. La velocidad de rotación fue de 10 kHz para 

todas las muestras y experimentos. La caracterización se aplicó a los hidrogeles de 

quitosano modificados y no modificados con DDSA. 

 

2.5. Medidas reológicas 

Se midió la reología de los hidrogeles de quitosano y DDSA-quitosano. Primero se 

realizaron barridos de amplitud para determinar el rango viscoelástico lineal (LVR). 

Luego, mediante ensayos de corte dinámico se obtuvieron el módulo elástico o de 

almacenamiento, G', el módulo viscoso o de pérdida, G" y la viscosidad compleja 

(η*) en función de la frecuencia (), en un rango de 0,1 a 500 s-1 de los materiales 

estudiados usando un reómetro rotacional de Anton Paar (MCR-301) provisto con 

una cámara termotastizada CTD 600. Las pruebas se realizaron usando placas 

paralelas de 25 mm de diámetro, una tensión de γ = 1,0%. Las mediciones se 

llevaron a cabo a temperatura ambiente (20°C) y todas las pruebas se realizaron 

utilizando deformaciones pequeñas para garantizar la linealidad de las respuestas 

dinámicas. Todas las medidas se repitieron usando diferentes muestras. El ancho de 

espacio utilizado fue de 1,8-2 mm. 

 

2.6. Incorporación y liberación de timol 

Los hidrogeles de quitosano y DDSA-quitosano se incubaron en una solución 

hidroalcohólica de timol (1,25 mg∙mL-1) durante 6 hs. Los hidrogeles se lavaron con 

agua y se añadió 1 mL de buffer fosfato salino (PBS) en la parte superior de cada 

gel para realizar el ensayo de liberación. El buffer PBS se eliminó a diferentes puntos 

de tiempo de los hidrogeles y se repuso con medio nuevo. La liberación acumulativa 

de timol se midió mediante el método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau. 

Brevemente, se mezclaron 100 μL de sobrenadante de cada hidrogel con 100 μL 

de reactivo y 1 mL de solución de Na2CO3 (2% p/v). Después de 1 hora de 

incubación con los reactivos, cada muestra se midió a 725 nm en un 

espectrofotómetro UV-VIS (Cecil CE 3021, Cambridge, Inglaterra). 

 

2.7. Prueba de actividad antimicrobiana 

2.7.1. Método de conteo de placas 

La actividad antimicrobiana de los hidrogeles se evaluó contra Staphylococcus 

aureus y Pseudomonas aeruginosa. Se añadió una suspensión bacteriana de 1.106 

UFC.mL-1 en PBS a los hidrogeles de quitosano, DDSA-quitosano y DDSA-quitosano 
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cargados con timol. Los hidrogeles se incubaron durante 24hs, luego se retiró la 

suspensión bacteriana de los hidrogeles y se realizaron diluciones en serie en 

solución fisiológica de cada sobrenadante. Finalmente, se extendieron 20 μL de 

cada solución en placas de agar Luria-Bertani (LB) y se contaron el número de 

unidades formadoras de colonias. La metodología se repitió una vez más para 

evaluar el efecto antimicrobiano de los materiales sintetizados después de 2 días. 

 

2.8. Actividad antioxidante 

2.8.1. Ensayo DPPH 

La capacidad eliminadora de radicales libres evaluó mediante el método de Blois 

modificado en el que se monitoriza la velocidad de blanqueo del DPPH a una 

longitud de onda característica en presencia de la muestra [171]. El ensayo se 

realizó de la siguiente manera: se mezclaron 100 μL de timol extraído de los 

hidrogeles con 400 μL de buffer Tris pH=7,4 y 500 μL de DPPH 100 μM. La 

absorbancia se midió a 517 nm. La inhibición de DPPH se calculó mediante la 

ecuación: 

 

% inhibición= [1-(Amuestra/ADPPHcontrol)]×100 

donde A es la absorbancia medida. 

 

2.9. Prueba de viabilidad y cultivo celular 

Los fibroblastos [3T3] de ratón se cultivaron en botellas de cultivo adherentes con 

medio de Eagle modificado de Dulbecco modificado de glucosa baja (DMEM) 

complementado con un 10% de suero fetal bovino y penicilina-estreptomicina al 

1%. Se mantuvieron a 37°C en una cámara humidificada al 5% de dióxido de 

carbono hasta que se alcanzó la confluencia. La cosecha se hizo con una solución 

de tripsina. Las células se tiñeron con azul tripán y se contaron con una cámara 

Neubauer. Se sembraron fibroblastos (4,0 x 104) en cada pocillo seguido de la 

adición de 1 mL de medio DMEM completo con glucosa baja. Después de 2 días de 

incubación, ambos tipos de hidrogeles se añadieron a la placa de 24 pocillos en la 

parte superior de la capa de fibroblastos y se midió la actividad metabólica celular 

un día después usando el ensayo de MTT. El medio fue removido y reemplazado 

por 1 mL de una solución MTT de 0,5 mg.mL-1 en medio fresco. Las muestras se 

incubaron en una cámara de dióxido de carbono al 5% humidificado durante 4 
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horas. Posteriormente, las soluciones de MTT se eliminaron, se añadió 1 mL de 

etanol absoluto y las mezclas se incubaron durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. La absorbancia se midió en un espectrofotómetro UV-Visible a 570 nm 

(Cecil CE 3021, Cambridge, Inglaterra). 

 

2.10. Evaluación in vivo 

Doce ratas Wistar adultas machos con un peso corporal inicial de 230 a 250 g, se 

obtuvieron del laboratorio de animales del Departamento de Bioquímica de la 

Facultad de Odontología de la Universidad de Buenos Aires, Argentina. Los animales 

fueron alojados en jaulas galvanizadas con pisos de malla para mantener las 

condiciones higiénicas. Las ratas se mantuvieron en jaulas individuales y se 

expusieron a un ciclo de luz/oscuridad de 12 hs durante todo el estudio. La 

temperatura ambiente se mantuvo a 21 ± 1 °C con una humedad del 50-60%. Las 

ratas se mantuvieron de acuerdo con la Guía de Institutos Nacionales de Salud de 

EE. UU. para el cuidado y uso de animales de laboratorio [250]. Los protocolos para 

estos experimentos fueron aprobados por la Universidad de Buenos Aires, 

Argentina y por el Comité local de la Facultad de Odontología de la Universidad de 

Buenos Aires. 

La periodontitis inducida por ligadura es una metodología para evaluar el daño 

periodontal en maxilares de rata. Los animales fueron anestesiados por vía 

intraperitoneal (2% clorhidrato de xilazina 0,02mL.100g-1 de peso y 5% clorhidrato 

de ketamina 0,1mL.100g-1 de peso) para inducir EP por medio de ligadura bilateral, 

con hilo de lino (número 100), alrededor del cuello del primer molar de cada 

hemimandíbula de la rata según describen Vacas et al. Junto con la colocación de 

la ligadura recibieron analgesia por vía subcutánea. 

Los hemimandíbulas se fijaron en una solución de formol al 10% en buffer PBS 

inmediatamente después de la resección y después fueron descalcificadas en EDTA 

al 10% pH 7, durante 25 días. Luego, las hemimandíbulas se deshidrataron con 

etanol y se clarificaron con xilol. Finalmente, el sector que contiene los tres molares 

inferiores de cada una de las hemimandíbulas descalcificadas se incluyeron en 

parafina a 56°C. Posteriormente, usando un micrótomo, se obtuvieron secciones 

orientadas mesio-distalmente de cada primer molar a partir de los bloques de 

parafina. Las secciones de 7 µm de ancho se tiñeron con hematoxilina y eosina, y 
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la evaluación histomorfométrica se realizó en microfotografías digitalizadas 

utilizando un software de imágenes. 

Para medir la altura del ligamento periodontal, se marcaron cuatro puntos 

equidistantes de la cresta alveolar del hueso interradicular, y se dibujó una línea 

desde cada punto hasta el hueso (Figura 39). La longitud de las líneas se midió, y 

el valor medio fue calculado para obtener la altura del ligamento periodontal de 

cada sección. 

 

 

Figura 39. Área estudiada del hueso interradicular: las líneas de la a a la d indican puntos de 

medición, y la línea horizontal e divide el área ósea interradicular en dos hemi-secciones (Sector A 

= mitad superior). Para estandarizar el área medida, la línea a fue dibujada tangencialmente al área 

apical de las raíces. “Reimpreso de ref. [251] Derechos de autor (2008) con el permiso por Wiley” 

 

2.11. Análisis estadístico 

Los datos se representan como medias ± SD de al menos triplicados. Las diferencias 

se analizaron mediante ANOVA (análisis de varianza), seguido de una prueba de 

comparación múltiple de Bonferroni o una prueba t de Student. La evaluación 

estadística p <0,05 fue considerada como significativa. Para los resultados in vivo 

se expresaron como valores medios con sus desviaciones estándar (SD). El análisis 

de varianza de una vía (ANOVA) se utilizó para comparar datos entre grupos. 

Cuando se encontró una diferencia estadísticamente significativa, se realizó una 

prueba de Student-Newman-Keul. En todos los análisis, se realizó la prueba de 

Bartlett para las variaciones homogéneas. La significancia se estableció en el nivel 
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p <0,05. Productos y servicios estadísticos para Windows 11.5 (SPSS, Inc., Chicago, 

IL) se usaron para análisis estadísticos. 

 

3. Resultados y discusión 

3.1. Síntesis y caracterización de hidrogeles DDSA-quitosano 

La ultraestructura de los hidrogeles de DDSA-quitosano y quitosano se evaluaron 

mediante un análisis SEM. Aunque se logró la modificación química, según se 

demuestra en las secciones siguientes, no se observaron cambios en la porosidad 

ni en la red tridimensional de quitosano (Figura 40A, B).  

 

 



 
 

 
 
 
 

 

 

 

Figura 40. Imágenes representativas de microscopía electrónica de barrido de (A) hidrogel de quitosano modificado con DDSA (B) hidrogel de quitosano (C) Espectros 

infrarrojos con transformada de Fourier de (A) hidrogel de quitosano modificado con DDSA (B) hidrogel de quitosano



 
 

 
 
 
 

 

La Figura 40C muestra los espectros FTIR de los hidrogeles de quitosano 

modificados por el efecto del reactivo DDSA (A) y de los hidrogeles de quitosano 

(B). La acilación del quitosano podría verificarse, ya que en los hidrogeles de DDSA-

quitosano se observa una disminución en la banda de estiramiento (OH, NH) a 

3100-3500 cm-1 y la aparición de una banda de estiramiento (C-H) a 2900-3000 

cm-1 correspondiente a la incorporación de la cadena hidrocarbonada del DDSA. 

Por su parte, la señal de 1625 cm-1 que puede observarse en el espectro de 

quitosano y que corresponde a los estiramientos de grupos C=O capaces de formar 

puentes de hidrógeno, no se observa en el espectro del quitosano modificado. En 

ese caso, se observa un corrimiento de la señal a 1725 cm-1 de los estiramientos 

C=O libres debido a la imposibilidad de formar puentes de hidrógeno luego del 

entrecruzamiento con DDSA. 

Adicionalmente, para corroborar la modificación química de los hidrogeles se realizó 

también un análisis por 13C RMN en estado sólido (Figura 41). 

 

 

Figura 41. Espectros de 13C RMN en estado sólido de (A) hidrogel de quitosano (B) hidrogel de 

DDSA-quitosano  
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Se pudo observar en los espectros que la zona comprendida entre 60-100 ppm 

correspondientes a las señales de los carbonos de los anillos de quitosano (C1-C6) 

se conservó sin modificaciones en ambas muestras. Sin embargo, en la muestra 

tratada con DDSA se observan además los carbonos correspondientes a las cadenas 

carbonadas (40-20ppm) introducidas con el reactivo y los cambios en la zona de 

170-180 ppm que podrían indicar la acilación del polímero, ya que representa a 

los carbonos formando parte de grupos carbonilo. Por su parte, las señales 

registradas entre 120 y 140 nm en el espectro de quitosano-DDSA son asignadas 

a los carbonos vinílicos que, en este caso, provienen de la cadena hidrocarbonada 

que porta el reactivo. Estos resultados concuerdan con otras modificaciones 

anteriormente realizadas en biopolímeros con DDSA [252]. 

Además, se evaluaron y compararon las propiedades viscoelásticas entre ambos 

tipos de hidrogeles (Figura 42). La naturaleza viscoelástica de los hidrogeles y su 

alto contenido de agua minimizan el daño del tejido circundante cuando se 

implantan en el huésped. Por lo tanto, estas características los hacen buenos 

candidatos para aplicaciones biomédicas, como por ejemplo para la reparación de 

lesiones a los sistemas vivos [253]. Por lo tanto, la evaluación de la reología es muy 

útil para estudiar los cambios microestructurales de materiales con una potencial 

aplicación biomédica. Las mediciones reológicas mostraron que los valores del 

módulo de almacenamiento G' eran siempre mayores que los valores del módulo de 

pérdida G", indicando que ambos tipos de hidrogeles presentan un comportamiento 

predominantemente elástico. Sin embargo, los valores de G' (c.a. 1000) y G" (c.a. 

100) de los hidrogeles de DDSA-quitosano fueron más altos que los hidrogeles de 

quitosano, indicando que la modificación química con DDSA aumentó tanto G' como 

G". Por lo tanto, los hidrogeles de quitosano modificados demostraron ser más 

resistentes según la caracterización reológica realizada. 
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Figura 42. (A) Viscosidad compleja de los hidrogeles de quitosano y DDSA-quitosano frente a la 

frecuencia. (B) Respuesta viscoelástica de los hidrogeles de quitosano y DDSA-quitosano frente a la 

frecuencia (G' y G'').  

 

3.2. Estudios de incorporación y liberación de timol a partir de hidrogeles de DDSA-

quitosano 

El perfil de liberación acumulativo se realizó usando buffer fosfato salino como 

medio de liberación. Después de 2 días, se liberó el 100% de timol desde los 

hidrogeles de quitosano. En cambio, el contenido de timol liberado desde los 

hidrogeles de DDSA-quitosano fue del ~75% (Figura 43). Claramente, el perfil de 

liberación acumulativo de los hidrogeles de quitosano varió con su modificación por 

DDSA, por lo que se observó una liberación prolongada de timol hasta siete días. 

Gracias a la acilación de los grupos funcionales de quitosano con las cadenas 

hidrocarbonadas del DDSA, se logró una liberación sostenida de timol, dado que 

este compuesto es poco soluble en agua y la adición de cadenas hidrocarbonadas 

al hidrogel desfavorece su liberación a un medio acuoso como es el caso del buffer 

fosfato salino (PBS). Sin embargo, la incorporación de timol no se vio afectada por 

la modificación química del DDSA. En el caso de los hidrogeles de quitosano fue de 

(0,35 ± 0,03) mg y para los hidrogeles de DDSA-quitosano de (0,33 ± 0,03) mg. 
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Figura 43. Liberación acumulada en PBS de timol desde hidrogeles DDSA-quitosano y quitosano  

 

3.3. Estudio antimicrobiano de los hidrogeles DDSA-quitosano  

La aparición de antibióticos y la resistencia a los antimicrobianos de los biofilms 

orales ha incrementado el interés en las plantas medicinales para tratar las 

patologías periodontales. De hecho, muchos estudios in vivo e in vitro han evaluado 

el papel de las plantas medicinales en el tratamiento de la enfermedad periodontal 

[254]. 

El timol (2-isopropil-5-metilfenol) es un fenol monoterpeno presente en los aceites 

esenciales de Thymus vulgaris y Origanum vulgare. Éste posee actividad 

antibacteriana hacia una amplia gama de especies implicando un gran potencial 

como componente bioactivo en el campo farmacéutico [143]. De hecho, muchos 

sistemas de administración de fármacos y apósitos para heridas han sido 

desarrollados anteriormente [255,256]. 

En este capítulo se intenta continuar con los ensayos presentados en el primer 

capítulo de la tesis con el fin de mejorar el perfil de liberación del principio activo 

para intentar reducir el número de aplicaciones del hidrogel a las cuales debe 

someterse el paciente. Para ello, evaluamos la actividad antimicrobiana de los 

hidrogeles DDSA-quitosano contra Staphylococcus aureus y Pseudomonas 

aeruginosa. Para ambos tipos de bacterias, los hidrogeles cargados con timol 

presentaron actividad antimicrobiana durante 48 horas. Sin embargo, los hidrogeles 

de timol-DDSA exhibieron un mayor efecto sobre Staphylococcus aureus, donde el 

UFC.mL-1 disminuyó siete unidades logarítmicas, mientras que para P. aeruginosa la 
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disminución se produjo desde ~108 a ~107. Además, en ambas bacterias se observó 

una diferencia significativa (p<0,05) entre los hidrogeles de quitosano y los 

hidrogeles de DDSA sin timol. Estos hallazgos sugieren que la modificación química 

de DDSA mejora las propiedades antimicrobianas del quitosano y esto podría estar 

relacionado con la interacción hidrofóbica de las cadenas de hidrocarburos con las 

paredes de las células bacterianas (Figura 44A,B). Aunque las bacterias S. aureus y 

P. aeruginosa no pertenecen a la microbiota oral ni están involucradas en la 

patogenia de la enfermedad periodontal, se emplearon como bacterias modelo dada 

su susceptibilidad frente al timol y además porque se las han encontrado en 

muestras de biofilm subgingival humano [181]. 

 

 

Figura 44. (A) Actividad antimicrobiana de hidrogeles de DDSA-quitosano con timol contra 

Staphylococcus aureus mediante el método de recuento en placa durante un período de 2 días (B) 

Actividad antimicrobiana de los hidrogeles de DDSA-quitosano con timol contra Pseudomonas 

aeruginosa por método de recuento en placa durante un período de 2 días. 
*

(p <0,05) 

 

3.4. Estudio antioxidante de los hidrogeles DDSA-quitosano  

El estrés oxidativo, un desequilibrio entre la carga de oxidantes y la capacidad 

antioxidante, es un potencial medidor de la progresión de enfermedades como el 

cáncer, la aterosclerosis, el infarto de miocardio y la enfermedad periodontal [257]. 

Muchos estudios evaluaron marcadores de estrés oxidativo en el fluido crevicular 

gingival de pacientes con periodontitis crónica y se observó que el tratamiento no 

quirúrgico mejoró significativamente el equilibrio redox en estos pacientes [258]. 

En consecuencia, el desarrollo de sistemas de administración de antioxidantes 

puede ayudar a tratar los efectos nocivos de la inflamación crónica desarrollada en 

la enfermedad periodontal. En este sentido, los hidrogeles de DDSA-quitosano 

cargados con timol presentaron actividad scavenger durante cinco días, lo que 

indica una actividad antioxidante sostenida (Figura 45). Este resultado es 



 
 

 

 
 

106 

consistente con el perfil de liberación, en el que el timol se libera durante siete días. 

Además, dado que los compuestos fenólicos pueden mostrar actividades 

antioxidantes y pro-oxidantes a diferentes dosis [259], no es sorprendente que el 

timol demostrara un comportamiento dual cuando se carga en hidrogeles de DDSA-

quitosano. En dosis altas, se pudo observar una actividad antimicrobiana, 

probablemente debido a daños en la membrana celular y al ADN. Sin embargo, 

cuando se libera una concentración baja puede tener un efecto protector en las 

células debido a su capacidad de eliminación de radicales libres. 

 

 

 

Figura 45. Actividad de barrido de DPPH de los hidrogeles DDSA-quitosano con timol (t) 

 

3.5. Estudios de citocompatibilidad y evaluación preliminar in vivo de los hidrogeles 

DDSA-quitosano 

Para realizar los estudios de citocompatibilidad en los hidrogeles DDSA-quitosano 

se emplearon células [3T3] fibroblásticas debido a su función en el proceso de 

regeneración tisular. De hecho, se ha observado que algunos derivados del 

quitosano han mejorado la proliferación de células de fibroblastos de la piel. Por 

ejemplo, el carboximetil quitosano sulfato (CMCS) con un contenido de sulfato de 

26,26% a la concentración de 100 g.mL-1 promovió la proliferación de fibroblastos 

cutáneos [260]. 

Para evaluar los efectos de los hidrogeles DDSA-quitosano sobre la proliferación de 

fibroblastos [3T3] de ratón se realizó el método de MTT. Este tipo de hidrogel 

presentó una viabilidad celular menor en comparación con los hidrogeles de 

quitosano no modificados 
*

(p <0,05) (Figura 46). En consecuencia, la adición de 
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cadenas de hidrocarburo al polímero de quitosano, que modifica su grado de 

desacetilación, probablemente podría interferir con la proliferación de fibroblastos 

[3T3]. Estos hallazgos concuerdan con los resultados obtenidos por Wood et al., 

que revelaron que los quitosanos con grados relativamente altos de desacetilación 

estimulan fuertemente la proliferación de fibroblastos dérmicos humanos mientras 

que las muestras con niveles más bajos de desacetilación muestran menos actividad.  

 

Figura 46.  Viabilidad de fibroblastos [3T3] murinos frente al control.
 *

(p <0,05) según test de 
Student. 

 

Considerando que la citotoxicidad de los materiales puede ser clasificada según la 

viabilidad celular relativa a los controles, donde un nivel de actividad en 

comparación con los controles de <30% es una citotoxicidad grave, entre 30 y 

60% una citotoxicidad moderada, entre 60 y 90% una citotoxicidad leve, y >90% 

no tiene citotoxicidad [225,226]; un valor del ˜40% como es el caso de los 

hidrogeles DDSA-quitosano se corresponde a un   efecto citotóxico moderado y los 

materiales con este efecto en el ensayo de MTT pueden ser considerados para 

aplicaciones biomédicas [227]. 

En paralelo, se llevó a cabo un estudio preliminar in vivo en ratas Wistar para evaluar 

los hidrogeles modificados y no modificados con DDSA en un modelo de 

enfermedad periodontal inducida por ligadura en rata. Los hidrogeles se aplicaron 

por vía tópica con una jeringa con cánula cada dos días durante una semana (Figura 

47) luego de provocar la periodontitis por 24hs. 
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Figura 47. Protocolo evaluación in vivo 

 

Después de siete días, los animales se sacrificaron y se realizó una evaluación 

histológica través de medidas histomorfométricas a secciones mesiodistales 

histológicas de las mandíbulas teñidas con hematoxilina y eosina (Figura 48). 

Dado que la medición de la altura del ligamento periodontal de las secciones 

histológicas puede estimar el daño periodontal, puede decirse que los hidrogeles 

de quitosano cargados con timol mostraron menores signos de daño en 

comparación con los otros hidrogeles (Tabla 3). 
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Tabla 3. Altura del ligamento periodontal (hPL, µm). 
 

GRUPOS Media±SD 

control sin periodontitis 124,3±17,5
a

 

timol-quitosano 217,7±69,8
b

 

DDSA-quitosano 304,1±8,7
c

 

quitosano 
342,8±11,3

c

 

timol-DDSA-quitosano 364,1±76,8
c,d

 

control con periodontitis 441,0±61,5
d

 

Letras diferentes significa diferencia significativa (p<0,05) 

Estadística: ANOVA+SNK. SNK: Student-Newman-Keuls 

 

 

 

Figura 48. Corte mesio-distal histológico teñido con hematoxilina y eosina aumento 40X (A) Control 

sin periodontitis (B) Grupo quitosano. Las líneas azules marcan la altura del ligamento periodontal. 
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4. Conclusiones 

El uso de biopolímeros como sistemas de liberación sostenida de activos se ha ido 

afianzando a lo largo de los años [261]. La modificación química de ellos puede 

traducirse, por ejemplo, en la generación de materiales que responden a estímulos 

o de materiales con los cuales se pueda lograr una liberación sostenida de activos. 

Si bien las modificaciones químicas en polímeros sintéticos están mucho más 

estudiadas, la modificación de biopolímeros está en creciente investigación ya que 

estos presentan una buena biocompatibilidad y no presentan toxicidad [262]. 

Por otra parte, los sistemas de administración local de fármacos para el tratamiento 

de la enfermedad periodontal como antimicrobianos, antioxidantes y 

antinflamatorios también están en pleno desarrollo ya que ofrecen una alternativa 

prometedora y no invasiva para los pacientes crónicos de esta enfermedad. Además, 

los activos de origen natural, con una acción dual, como el timol, podría tener 

resultados positivos para el tratamiento. 

Los resultados presentados en este capítulo acerca de la caracterización de los 

materiales desarrollados indicaron la efectiva modificación química de los 

hidrogeles de quitosano conservando su ultraestructura y aumentando sus 

propiedades reológicas. Una vez incorporado el activo, se realizó el perfil de 

liberación, observando que el timol se liberó in vitro a partir de hidrogeles de DDSA-

quitosano por aproximadamente siete días y de hidrogeles de quitosano solo por 

tres días. Estos resultados coinciden con la modificación química con DDSA 

realizada. Por otra parte, los ensayos antimicrobianos indicaron que los hidrogeles 

tienen actividad antimicrobiana durante 2 días y que la modificación química per sé 

implica un efecto antibacteriano y los ensayos antioxidantes indicaron que por 5 

días mantiene la actividad scavenger.  

Por otra parte, los hidrogeles modificados presentaron una citocompatibilidad 

moderada frente a fibroblastos [3T3] por 24 hs indicando su potencial uso en el 

área biomédica y en los ensayos preliminares in vivo en un modelo murino con una 

aplicación local de los hidrogeles cada dos días durante una semana, solo los 

hidrogeles de quitosano cargados con timol mostraron señales menores de daño 

tisular periodontal. Se necesitan más estudios para tener una evaluación detallada 

de los hidrogeles en el rendimiento in vivo. Sin embargo, dados los resultados 

obtenidos con una aplicación de los hidrogeles cada 2 días, fueron más efectivos 

los hidrogeles de timol-quitosano.   
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Un biomaterial es cualquier materia o superficie que interactúa con sistemas vivos 

[263]. Los biomateriales se pueden obtener de la naturaleza o ser sintetizados en 

el laboratorio utilizando una variedad de diferentes materiales (metálicos, polímeros, 

cerámicas). Además, son ampliamente utilizados diariamente en aplicaciones 

dentales, de cirugía y en sistemas de liberación de fármacos. Los biomateriales 

naturales como el colágeno, la gelatina, la fibrina, el quitosano y el ácido hialurónico 

han sido ampliamente utilizados para la regeneración del tejido in situ [264,265]. 

En general, los biomateriales naturales tienen excelentes propiedades de 

biocompatibilidad y biodegradabilidad.  

Los materiales dentales siempre han sido una herramienta útil en odontología. Su 

uso está relacionado con la ortodoncia, propósitos restaurativos, endodoncia e 

incluso estética. La mejora de los resultados en la clínica ha demostrado sus ventajas 

en la práctica dental. Los materiales dentales involucran varios tipos de materiales 

tales como metales, cerámicas y orgánicos. Cada tipo de material con sus 

características inherentes reflejan diferentes propiedades mecánicas, ópticas y 

biológicas y estas diferencias entre otras se consideran en la selección por el 

odontólogo para el tratamiento de enfermedades orales. 

Los materiales dentales han evolucionado debido a las necesidades del paciente y 

el creciente conocimiento en biomateriales y patología oral [266] (Figura 49). 

 

Figura 49. Representación esquemática de la evolución del desarrollo de los materiales dentales 

 

• Ensayos clínicos controlados 

aleatorizados 

• Revisiones sistemáticas 
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Están en continuo desarrollo con el objeto de aumentar su calidad y 

biocompatibilidad, así como disminuir su toxicidad (Figura 50). Gran cantidad de  

polímeros de origen natural como el almidón, colágeno, gelatina, alginato, celulosa 

y quitina se han reportado y se usan actualmente en la regeneración de tejidos 

[267]. Actualmente, la sílica, el colágeno y el quitosano han ganado gran interés en 

la salud oral debido a sus varias aplicaciones clínicas. La sílica ha mejorado las 

propiedades mecánicas de materiales orgánicos. Además, en la última década ha 

atraído mucha atención el uso de polímeros y materiales mesoporosos de sílica 

como sistemas de liberación  de fármacos [186,268].  

 

Figura 50. Representación esquemática del equilibrio entre las ventajas y desventajas de los nuevos 
biomateriales. 

  

La salud oral proporciona calidad de vida [182]. La mayoría de las personas tiene 

caries dentales y varios factores como el tabaquismo, la falta de higiene oral y la 

genética promueve el desarrollo de enfermedades orales que pueden terminar en 

pérdida de dientes. Dado que hallazgos clínicos demuestran buenas perspectivas 

en la utilización de biomateriales para el tratamiento de enfermedades orales [269], 

el desarrollo de nuevos biomateriales que actúen como carriers de activos o para 

regeneración de tejidos podrían optimizar el tratamiento. 
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Adicionalmente, nuevos activos son requeridos para el tratamiento de 

enfermedades gingivoperiodontales. El ibandronato es un anti-resorptivo que si 

bien se lo ha relacionado con la inducción de osteonecrosis de mandíbula cuando 

es administrado por vía sistémica, cuando es aplicado localmente ha demostrado 

buenos resultados en la fijación de implantes [270]. Es más, Veena et al. ha 

demostrado que la liberación local del bifosfonato alendronato ha obtenido mayor 

efectividad en relación a parámetros clínicos y radiológicos en comparación al 

placebo en el tratamiento de periodontitis.  

Por otra parte, el uso de activos de origen natural para el tratamiento de 

enfermedades gingivoperiodontales ha recobrado mucha importancia dados los 

mecanismos de resistencia a los medicamentos desarrollados por las bacterias 

presentes en el biofilm bucal con el posible uso de plantas medicinales (extractos 

crudos, aceites esenciales y compuestos purificados) como agentes bioactivos con 

un efecto antibiofilm contra bacterias patógenas orales [271]. Paralelamente, el uso 

de algunos antioxidantes podría mejorar los parámetros clínicos periodontales 

[140], dando lugar a la opción de la  terapia antioxidante adjuvante como 

tratamiento de la enfermedad periodontal.  La enfermedad periodontal se inicia por 

la presencia de una biopelícula subgingival y está modulada por la respuesta 

inflamatoria e inmune. Muchos estudios sostienen que el equilibrio dinámico entre 

especies reactivas de oxígeno y antioxidantes podría desempeñar un papel en la 

patogenia de la enfermedad periodontal [211]. De hecho, estudios in vitro de 

biopsias gingivales  revelaron una actividad disminuida de superóxido dismutasa 

(SOD) y catalasa (CAT), alentando la hipótesis de que estas enzimas evitan la 

producción excesiva de ROS y, por lo tanto, la curación periodontal [212]. Debido 

a la relación entre ROS y la patogenia de la enfermedad periodontal, la 

administración de suplementos antioxidantes podría ayudar a tratar los signos y 

síntomas de esta enfermedad [215]. 

En este sentido, varios extractos de plantas han demostrado ser útiles para la 

inflamación de la cavidad bucal [216,217]. Por lo tanto, un estudio detallado de un 

extracto de planta en un carrier adecuado para el tratamiento de la enfermedad 

periodontal podría tener relevancia en el tratamiento de la periodontitis. 

El enfoque de esta tesis se realiza en función de los biomateriales colágeno, 

quitosano y sílica, que son representantes clave de una proteína, un polisacárido y 
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un material inorgánico. Los biomateriales para su aplicación biomédica deben 

poseer algunas características básicas tales como: (i) microestructura y propiedades 

mecánicas adecuadas (ii) topografía y química de la superficie apropiada (iii) 

biodegradabilidad y productos de degradación no citotóxicos, (iv) tecnología de 

fabricación simple y rentable. Además, estos materiales deben proporcionar un 

microambiente específico que incluya estructuras físicas únicas, composición 

química especial, propiedades superficiales y en lo posible bioseñales para dirigir 

el comportamiento celular. Durante la tesis se caracterizó exhaustivamente a los 

biomateriales diseñados ya que cada tipo de material por sus características 

inherentes refleja diferentes propiedades mecánicas, ópticas y biológicas y se 

estudió como estos factores influyen en el desarrollo de nuevos sistemas de 

liberación de fármacos locales para el tratamiento de la enfermedad periodontal. 

Se logró desarrollar materiales con potencial para el tratamiento de la enfermedad 

periodontal tanto en su fase temprana a través de la liberación de agentes 

antimicrobianos que controlen la placa dental como en etapas más avanzadas 

donde los antioxidantes pueden jugar un papel importante en el control de la 

inflamación y progresión de la enfermedad. También se evalúo el efecto estimulador 

de la regeneración ósea de la sílica que sería fundamental una vez instalada la 

enfermedad y afectado el hueso alveolar. 
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Resumen de 200 palabras en inglés 

Different materials have distinct surface and bulk characteristics; each of them 

potentially useful for the treatment of a particular wound or disease. By studying 

those materials, the reader will have a broad panorama of the possibilities a 

particular material can offer, regarding its ability to support tissue regeneration or 

local drug delivery. This thesis covers recent advances made towards the 

development of biomaterials aimed to support regenerative processes and drug 

delivery. Indeed, we highlight ultrastructure, rheological properties, 

cytocompatibility, release kinetics and biological properties of different biomaterials 

for a specific biomedical application. In this context, the focus is made on collagen, 

chitosan and silica which are key representatives of a protein, a polysaccharide and 

an inorganic material usually employed as biomaterials. Particularly, this thesis 

presents an overview of their potential therapeutics in the treatment of disorders 

within the oral mucosa and tooth supporting tissues. Finally, the importance of 

material characterization, in vitro and in vivo studies as an adequate guidance for 

biomaterial design and development is highlighted. 

Resumen de 200 palabras en castellano 

Diferentes materiales tienen distintas características de superficie y volumen; cada 

una de ellas es potencialmente útil para el tratamiento de una herida o enfermedad 

en particular. Al estudiar esos materiales, el lector tendrá un amplio panorama de 

las posibilidades que un material en particular puede ofrecer, con respecto a su 

capacidad para respaldar la regeneración tisular o la administración de fármacos 

local. Esta tesis cubre los avances recientes del desarrollo de biomateriales 

destinados a apoyar los procesos regenerativos y la administración de fármacos. De 

hecho, destacamos la ultraestructura, las propiedades reológicas, la 

citocompatibilidad, la cinética de liberación y las propiedades biológicas de 

diferentes biomateriales para una aplicación biomédica específica. En este contexto, 

la atención se centra en el colágeno, el quitosano y la sílica, que son representantes 

clave de una proteína, un polisacárido y un material inorgánico que se emplean 

habitualmente como biomateriales. Particularmente, esta tesis presenta una visión 

general de su potencial en la terapéutica para el tratamiento de enfermedades que 

comprometen la mucosa oral y los tejidos de soporte del diente. Finalmente, se 
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destaca la importancia de la caracterización del material, estudios in vitro e in vivo 

como una guía adecuada para el diseño y desarrollo de biomateriales. 

Resumen de 900 palabras en castellano 

Diferentes materiales tienen distintas características de superficie y volumen; cada 

una de ellas es potencialmente útil para el tratamiento de una herida o enfermedad 

en particular. Esta tesis cubre los avances recientes del desarrollo de biomateriales 

destinados a ayudar procesos regenerativos y la administración local de fármacos 

para enfermedades orales. De hecho, destacamos la ultraestructura, las propiedades 

reológicas, la citocompatibilidad, la cinética de liberación y las propiedades 

biológicas de diferentes biomateriales para una aplicación biomédica específica. En 

este contexto, la atención se centra en el colágeno, el quitosano y la sílica, que son 

representantes clave de una proteína, un polisacárido y un material inorgánico que 

se emplean habitualmente como biomateriales ofreciendo una visión general de su 

potencial en la terapéutica para el tratamiento de enfermedades que comprometen 

la mucosa oral y los tejidos de soporte del diente.  

En el primer capítulo, se evaluaron nanopartículas de sílica no porosas, modificadas 

con grupos amino y mesoporosas, como carriers de ibandronato sódico. Las 

nanopartículas se caracterizaron por SEM, TEM, DLS, porosidad y por su capacidad 

para incorporar ibandronato, así como por el perfil de liberación. Las mesoporosas 

y modificadas con grupos amino mostraron niveles más altos de incorporación de 

fármaco, 44,68 mg.g-1 y 28,90 mg.g-1, respectivamente. La cinética de liberación de 

los dos tipos de partículas fue similar siguiendo una cinética de primer orden. Sin 

embargo, cuando las partículas mesoporosas se incorporaron en hidrogeles de 

colágeno tuvieron una liberación sostenida durante más de 10 días. La 

biocompatibilidad de las partículas mesoporosas frente a células SAOS-2 también 

se evaluó mediante el ensayo de MTT donde se observó un aumento en la viabilidad 

celular para concentraciones inferiores a 0,6 mg.mL-1 de partículas y una 

disminución para concentraciones superiores a 1,2 mg.mL-1. Además, cuando estas 

partículas fueron incubadas con células mesenquimales podrían tener la capacidad 

de promover la diferenciación de las células a causa del aumento significativo de la 

actividad de la fosfatasa alcalina. 

Hoy en día, los sistemas de administración locales de antimicrobianos, antioxidantes 

y antiinflamatorios tienen un desarrollo creciente, para evitar los efectos secundarios 

y son de fácil administración. En el segundo capítulo, hidrogeles de quitosano se 
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evalúan como un andamio biodegradable y como carrier de un compuesto con 

propiedades antioxidantes-antimicrobianas llamado timol. A lo largo del estudio, se 

presenta el perfil de hinchamiento, las propiedades viscoelásticas y el análisis 

térmico resaltando sus ventajas para una aplicación biomédica. Además, los 

resultados in vitro obtenidos indican que los hidrogeles de quitosano son 

biocompatibles cuando se exponen a fibroblastos [3T3], exhiben actividad 

antimicrobiana contra Staphylococcus aureus y Streptococcus mutans por 72 hs y 

actividad antioxidante por 24 hs. Estas son propiedades deseables para un sistema 

de administración local para una terapia dual antimicrobiana-antioxidante para la 

enfermedad periodontal. 

El estudio detallado de los biomateriales es mandatorio para comprender sus 

aplicaciones biomédicas. Particularmente, los biopolímeros mucoadhesivos como el 

quitosano (chi) y la carboximetilcelulosa (CMC) se han convertido en biomateriales 

interesantes por su biocompatibilidad y no toxicidad para la administración de 

fármacos en la mucosa oral. En el tercer capítulo, se desarrollaron compósitos de 

biopolímero-sílica sensibles al pH (Chi-SiO2, Chi-CMC-SiO2). Estos dos tipos de 

compósitos presentaron un perfil de hinchamiento diferente debido al pH. Además, 

los compósitos se cargaron con extracto de Larrea divaricata Cav. (Ld), una planta 

sudamericana que presenta propiedades antioxidantes adecuadas para el 

tratamiento de enfermedades gingivoperiodontales. Los compósitos Chi-CMC-SiO2 

mostraron una incorporación más alta y alcanzaron el 100% de la liberación de 

extracto en casi 4 días, conservando las propiedades antioxidantes. Se señaló el 

comportamiento térmico y el perfil de hinchamiento para mostrar la interacción 

agua-compósito y, por lo tanto, para evaluar su mucoadhesividad. Además, se 

evaluó la citotoxicidad con fibroblastos [3T3], que muestra que en ambos 

compósitos la adición del extracto de Ld aumento de la proliferación de fibroblastos. 

Por último, los estudios preliminares de biomineralización in vitro. El análisis SEM-

EDS indicó que solo el compósito chi-SiO2 puede proporcionar un entorno para una 

posible biomineralización, mientras que la adición de CMC a los compósitos 

desalentó la acumulación de calcio. En conclusión, el desarrollo de compósitos 

bioactivos podría promover la generación de tejido periodontal dañado a lo largo 

de la enfermedad periodontal y la presencia de nanopartículas de sílica podría 

proporcionar un ambiente para la biomineralización. 
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El uso de polímeros como carriers de bioactivos ha cobrado importancia 

últimamente por su gran versatilidad debido a las modificaciones químicas que 

pueden realizarse. Éstas pueden traducirse en cambios fisicoquímicos relevantes 

para el desarrollo de sistemas de liberación estímulo-responsivos o con una 

liberación sostenida. En particular, la modificación de biopolímeros podría tener 

relevancia por su conocida biocompatibilidad y no toxicidad. En el cuarto capítulo, 

sintetizamos hidrogeles de quitosano modificados químicamente con DDSA 

(anhídrido dodecenilsuccínico) y evaluamos el impacto en la incorporación de un 

principio activo poco soluble en agua llamado timol, en el perfil de liberación y en 

las propiedades biológicas. Caracterizamos los hidrogeles mediante SEM, FTIR, 13C 

RMN y también su reología. Los hidrogeles DDSA-quitosano presentaron actividad 

antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa por 2 

días y actividad antioxidante por 5 días. Esto es congruente con la liberación de 

timol, que duró 7 días. Los hidrogeles DDSA-quitosano fueron reológicamente más 

resistentes y su citocompatibilidad fue menor en comparación a los hidrogeles no 

modificados. Finalmente, realizamos un estudio preliminar in vivo en un modelo 

periodontitis inducida por ligadura donde pudimos observar por medidas 

histomorfométricas que el daño periodontal fue mayor en el grupo DDSA-quitosano 

que el grupo timol-quitosano. 

 

 

 


